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1. Einleitung 
 
Eine Schädigung des Blutbildenden Systems (Myelosuppression) gehört zu den 
häufigsten Nebenwirkungen der antineoplastischen Chemotherapie und ist in 
vielen Fällen dosislimitierend. Vor allem eine Hochdosis-Therapie erfordert oft die 
zusätzliche Behandlung des Patienten mit hämatopoetischen Wachstumsfaktoren 
oder einer autologen Stammzelltransplantation (Mangi und Newland, 1999; Mauch 
et al., 1995). Vermittelt wird die Myelotoxizität dieser Medikamente in erster Linie 
durch eine Schädigung der primitiven hämatopoetischen Zellen, wie klonogenen 
Vorläufer- oder Stammzellen, deren besondere Empfindlichkeit zumeist auf die 
hohe Proliferationsaktivität dieser Zellfraktionen in vivo zurückgeführt wird 
(Tannock, 1986). Diese Annahme erklärt jedoch weder die individuelle 
Ausprägung der Myelosuppression bei verschiedenen Patienten noch die 
Beobachtung, dass bestimmte Zytostatika ihr Toxizitätsmaximum auf 
unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Hämatopoese erreichen (Abb. 1) 
(Buschfort-Papewalis et al., 2002). Hämatopoetische Stammzellen (HSZ) sind 
durch die hohe Expression der Effluxpumpe MDR1 („multidrug resistance 1“) zum 
Beispiel vor der zytotoxischen Wirkung von Anthracyclinen oder Taxoiden 
geschützt (Chaudhary und Roninson, 1991; Maze et al., 1997). Die Resistenz von 
HSZ gegenüber Cyclophosphamid wird vermutlich durch die hohe Aktivität des 
Entgiftungsenzyms Aldehyddehydrogenase vermittelt (Kastan et al., 1990). Die 
Zytostatika BCNU (Carmustin) und Busulfan zeigen hingegen eine deutlich 
größere Toxizität in der primitiven Stammzellfraktion, während späte 
Vorläuferzellen und differenzierte Blutzellen besonders empfindlich gegenüber 
Cyclophosphamid und 5-Fluorouracil sind (Botnick et al., 1981; Abb. 1). 
Die antineoplastische Wirkung vieler der „klassischen“ Zytostatika beruht auf ihrer 
direkten oder indirekten Interaktion mit der DNA der Tumorzellen und ist in Teilen 
gut untersucht. Wesentlich weniger gut verstanden ist jedoch die molekulare Basis 
wichtiger Nebenwirkungen wie der Hämatotoxizität die von klinisch eingesetzten 
Medikamenten wie Mitomycin C, Melphalan, den Chloroetylnitrosoharnstoffen, 
Temozolomid oder Carboplatin ausgelöst wird. Obwohl die Struktur und Verteilung 
der DNA-Reaktionsprodukte (Adduktspektren) wie die prinzipiellen Mechanismen 
der Zytotoxizität zumindest teilweise bekannt sind, gibt es wenig Informationen 
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über die spezifischen zellulären Faktoren, die diese Toxizität im hämatopoetischen 
System modulieren. (Friedman et al., 2000; Lawley und Phillips, 1996; Ludlum, 
1997; Sanderson et al., 1996). 
Alle Säugerzellen besitzen ein sehr komplexes und gut koordiniertes System mit 
dem sie auf strukturelle Schäden in ihrem genetischen Material reagieren. In der 
englischsprachigen Literatur wird es häufig als “DNA damage response network“ 
bezeichnet. Dazu gehören ganz unterschiedliche Funktionen, wie die Arretierung 
des Zellzyklus in proliferierenden Zellen, die Einleitung des programmierten 
Zelltodes oder die Aktivierung von Mechanismen zur Beseitigung der Läsionen 
aus dem Genom (Christmann et al., 2003; Sancar et al., 2004). Neben den 
anderen Faktoren determinieren vor allem auch diese DNA-Reparaturfunktionen 
die Zelltyp-spezifische Zytotoxizität eines DNA-reaktiven Agens.  
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Hierarchie des humanen hämatopoetischen 
Systems. Dargestellt sind außerdem die Expression der CD-Oberflächenantigene 
entlang der Differenzierungslinie und die Ausprägung der Toxizitätsmaxima von 
ausgewählten chemotherapeutischen Medikamenten auf einzelne Zellpopulationen 
innerhalb dieses Systems. 
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1.1 DNA-Reparaturwege und genetische Stabilität 
 
Das DNA-Reparatursystem von Säugerzellen besteht seinerseits wiederum aus 
einer ganzen Anzahl distinkter Reaktionswege, die teilweise sehr selektiv auf 
bestimmte Schadenstypen zugreifen, andererseits aber auch eine sehr breite 
Sustratspezifität aufweisen können. Im Folgenden sollen einige der bisher 
bekannten Reparaturwege in ihrer Funktion kurz erläutert werden. 
 
Einschritt-Reparatur (MGMT) 
Die Einwirkung von alkylierenden Substanzen, wie Methyl- oder Ethyl-
Nitrosoharstoff (MeNU, EtNU) führt zur Bildung von mehr als zehn 
unterschiedlichen O- und N-alkylierten Purinen und Pyrimidinen in der DNA. Eines 
der Addukte, O6-Alkylguanin, macht zwar nur etwa 8 % der Alkylierungsschäden in 
der DNA aus, stellt aber für die Zelle eine sehr kritische Läsion dar, weil sie 
sowohl mutagen als auch zytotoxisch wirkt. (Beranek, 1990). In replizierenden 
Zellen führen O6-Alkylierungen in der Basenpaarungsregion des Guanins zum 
Fehleinbau von Thymin im neusynthetisierten Strang und damit zu GC-AT 
Transitionsmutationen (Christmann et al., 2003). 
Dieser Schadenstyp wird in einer Einschritt-Reaktion von dem Reparaturprotein 
O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT oder MGMT) durch Übertragung der 
Alkylgruppe auf das aktive Zentrum des Enzyms aus der DNA entfernt (Lindahl 
et al., 1988; Pegg et al., 1995; Zak et al. 1994; Abb. 2). Eine unvollständige 
Reparatur dieser Alkyladdukte hat neben den o. g. Mutationen auch eine 
Akkumulation von DNA-Strangbrüchen und eine daraus resultierende 
Apoptoseinduktion zur Folge. In verschiedenen humanen Tumoren wie Gliomen, 
Lymphomen, Brusttumoren oder Retinoblastomen wurde eine verminderte 
Reparaturkapazität durch inaktivierende Methylierung des MGMT-Promotors 
beobacht (Qian et al., 1995). MGMT-defiziente „knockout“-Mäuse zeigen eine 
größere Sensitivität gegenüber methylierenden und chloroethylierenden 
Substanzen als Wildtyptiere (Shiraishi et al., 2000), eine Überexpression von 
MGMT in HSZ schützt andererseits vor Nitrosoharnstoff-induzierten T-Zell 
Lymphomen (Dumenco et al., 1993; Reese et al., 2001). 
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Die Einschritt-Reparatur stellt also einen wichtigen, wirksamen Schutz vor der 
zytotoxischen und mutagenen Wirkung von alkylierenden Substanzen im 
hämatopoetischen System dar. 
 
DNA-Mismatch-Reparatur (MMR) 
Das MMR-System besteht aus etwa 15 verschiedenen Proteinen und seine 
Hauptaufgabe ist die Detektion und Entfernung von fehlerhaften Basenpaarungen 
in der DNA. Diese entstehen in der Zelle hauptsächlich durch Replikationsfehler 
der DNA-Polymerasen aber auch aufgrund spontaner Basen-Deaminierung, -Oxi-
dation oder -Methylierung (Modrich und Lahue, 1996; Umar und Kunkel, 1996). 
Aber auch chemisch induzierte DNA-Schäden, wie O6-Methylguanin (gepaart mit 
Cytosin oder Thymin) und G-G-Intrastrang-Verknüpfungen nach Behandlung mit 
Cisplatin können durch Heterodimere von MMR-Enzymen (MSH2/MSH6-Komplex) 
erkannt werden (Duckett et al. 1996; Mello et al., 1996; Abb. 2). Nach Erkennung 
der Fehlpaarung wird durch Rekrutierung des MLH1/PMS2-Proteinkomplexes der 
Schaden aus einem DNA-Strang ausgeschnitten und dann die Reparatursynthese 
und die Ligation eingeleitet (Christmann et al., 2003).  
Die Toxizität von nicht reparierten O6-Methylguanin-Resten (s. o.) beruht 
vermutlich darauf, dass sie zwar vom MMR-System als „fehlpaarend“ erkannt 
werden, dieses dann aber im (nicht beschädigten) Gegenstrang einschneidet und 
die vergeblichen Reparaturversuche (“futile repair“) während der Replikation zu 
DNA-Doppelstrangbrüchen führen. Diese induzieren letztlich Apoptoseprozesse 
und leiten den Zelltod ein (Kaina, 2004). Der komplexe Vorgang, der noch nicht 
vollständig aufgeklärt ist, unterstreicht die Bedeutung von verschiedenen 
Reparatursystemen, hier MMR und MGMT, für die zytotoxische Wirkung eines 
einzelnen Schadenstyps und deren Einfluss auf die Alkylantienresistenz einer 
Zelle.    
Seine wichtigste Funktion hat der MMR-Weg in der Zelle aber für die 
Aufrechterhaltung der genomischen Integrität. Bestimmte familiäre Formen des 
Darmkrebs (HNPCC, “hereditary nonpolyposis colorectal cancer“) aber auch 
Lymphome und Stammzellleukämien können auf Defekte im MMR-System 
zurückgeführt werden (Aaltonen et al., 1993; Lynch et al, 1993). Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass dieses Reparatursystem unerlässlich ist für die 
Aufrechterhaltung wichtiger Stammzellfunktionen wie der Repopulationskapazität 
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(Park und Gerson, 2005). Im Gegensatz zu Reparatur-kompetenten Wildtypzellen 
konnten transplantierte Knochenmark-Stammzellen aus MMR-“knockout“-Mäusen 
die Hämatopoese von letal bestrahlte Rezipienten nicht wiederherstellen (Reese 
et al., 2003). 
 
Basen-Exzisions-Reparatur (BER) 
Modifizierte Basen wie N-alkylierte Guanine und Adenine oder bestimmte 
Oxidationsschäden (z.B. 8-oxoGuanin) können über den Mechanismus der Basen-
Exzision aus der DNA entfernt werden. Dieser Reparaturweg wird nach 
(spontanem) Basenverlust oder nach enzymatischer Entfernung beschädigter 
Basen durch spezifische Glykosylasen eingeleitet. In Säugerzellen sind bislang 11 
verschiedene DNA-Glykosylasen bekannt, die zum Teil sehr spezifisch eine 
bestimmte Basenmodifikation erkennen und die betroffene Base durch Spaltung 
der N-glykosidischen Bindung entfernen (Christmann et al., 2003). Dabei entsteht 
eine abasische Stelle (bzw. Apurin-(AP)Stelle) in der DNA, die Ansatzpunkt für die 
Exzision des Zuckerrestes durch die AP-Endonuklease (APE) ist (Abb. 2). Weitere 
Reparaturenzyme gewährleisten die Entfernung eines kurzen („short patch“) bzw. 
langen („long patch“) DNA-Fragments um die Schadensstelle herum (Lindahl 
et al., 1997; Lindahl und Wood, 1999; Sancar et al., 2004; Wilson, 1998). Eine 
funktionelle Basen-Exzision scheint für Säugerzellen essentiell zu sein, da alle 
bisherigen Versuche, homozygote BER-“knockout“-Mauslinien zu etablieren, an 
der embryonalen Letalität gescheitert sind. Außerdem ist, anders als für andere 
Reparaturwege, kein humanes genetisches Syndrom bekannt ist, das auf der 
Mutation eines BER-Gens beruht (Park und Gerson, 2005). 
 
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 
Das NER-System beseitigt in erster Linie exogene DNA-Schäden, die eine 
größere Störung der Helixstruktur erzeugen. Dazu gehören beispielsweise durch 
UV-Strahlung induzierte Thymin-Dimere und 6-4-Photoprodukte, aber auch, durch 
DNA-reaktive Agentien gebildete, Inter- und Intrastrang-Quervernetzungen sowie 
großvolumige Addukte und Ringsysteme wie Benzpyren- oder Aflatoxin-Reste 
(Friedberg, 2001; Hoeijmakers et al., 1990; Waters et al., 1992). Der NER-Weg 
umfasst, abhängig von der Schadenserkennung, zwei Teilfunktionen, die 
Transkriptions-unabhängige (global-genomische-(GG-)NER) und die 
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Transkriptions-gekoppelte-(TC-)NER (Hanawalt et al., 2003; Pastoriza Gallego 
und Sarasin, 2003). Während das XPC/RAD23B-Heterodimer die 
Schadenserkennung über die GG-NER in inaktiven Genen vermittelt, werden 
Läsionen in transkribierten Genen durch die Blockierung der RNA-Polymerase II 
und die NER-Proteine CSA und CSB über die TC-NER repariert (Hanawalt, 2002; 
Abb. 2). Beiden Wegen gemein ist die weitere Prozessierung des Schadens über 
die Bindung eines Multi-Enzymkomplexes (TFII) an die DNA, die Exzision eines 
DNA-Fragments von 27-30 Nukleotiden durch die Endonukleasen ERCC1/XPF 
und XPG und die Auffüllung der Reparaturlücke mit Hilfe von DNA-Polymerasen 
und Ligasen. 
Die genetische Krankheit Xeroderma Pigmentosum (XP) wird in der Regel durch 
den Ausfall einer NER-Funktion verursacht. Nach ihr wurden die NER-Gene XPA 
bis XPG benannt. Ein Charakteristikum der Patienten ist die hohe Inzidenz von 
Hautkrebs, die auf der mutagenen Wirkung von nicht reparierten DNA-
Photoprodukten nach Sonnenbestrahlung beruht (Cleaver et al., 2005). Bei einer 
anderen Erkrankung, dem Cockayne Syndrom (CS), die mit schweren 
Entwicklungsstörungen und neurologischen Ausfällen einhergeht, liegen Ausfälle 
von Genen (CSA oder CSB) des Transkriptions-gekoppelten-NER-Weges vor 
(van Hoffen et al., 1993). CS-Patienten haben kein erhöhtes Tumorrisiko, hier führt 
die fehlende präferentielle Reparatur aktiver Gene eher zum Zelluntergang nach 
Akkumulation endogen induzierter DNA-Schäden. Aus diesen Befunden wird 
geschlossen, dass die global-genomische-Reparatur eine besonders wichtige 
Rolle für die Unterdrückung von Mutationen spielt, die TC-NER hingegen eher 
eine anti-apoptotische Wirkung ausübt. 
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DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur (NHEJ und HR) 
Freie Radikale, ionisierende Strahlung und eine DNA-Replikation über 
Einzelstrangbrüche hinweg sind die häufigsten Ursachen für DNA-
Doppelstrangbrüche (DSB). Unrepariert besitzen sie ein hohes zytotoxisches 
Potential und gelten als Induktoren von genotoxischen Effekten wie z.B. 
Chromosomenaberrationen (Dikomey et al., 1998; Pfeiffer et al., 2004). Sie 
können über mindestens zwei verschiedene Reparaturwege eliminiert werden, 
durch „Non-homologous End-joining“ (NHEJ) oder die Homologe Rekombination 
(HR). Die NHEJ-Funktion ist hauptsächlich bei ruhenden Zellen in der G1/G0-
Phase des Zellzyklus aktiv (Haber, 2000). Dabei werden die beiden DNA-Enden 
an einem DSB durch das KU70/KU80-Heterodimer und die DNA-PK in räumlicher 
Nähe zusammen gehalten und die Prozessierung des DSB erfolgt über die 
Enzyme XRCC4 und Ligase 4 (Lieber et al., 2004; Abb. 3). 
Defekte innerhalb dieses Reparaturweges gehen häufig einher mit einer erhöhten 
Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung sowie mit einer Immundefizienz 
(SCID-Phänotyp) aufgrund unvollständiger Lymphozytenentwicklung (Schwarz 
et al., 2003).   
Während es beim NHEJ zu fehlerhafter Zusammensetzung oder Deletion der 
DNA-Stränge kommen kann, arbeitet die Homologe Rekombination (HR) fehlerfrei 
und wird hauptsächlich in der späten S- und der G2-Phase des Zellzyklus aktiv 
(Takata et al., 1998). Der DSB wird von der Proteinkinase ATM 
(„atxia telangiectasia mutated“) erkannt, welche als übergeordneter Regulator für 
die HR gilt und eine Reihe von Reparaturenzymen und Zellzyklusregulatoren 
phosphoryliert und somit aktiviert (Kurz und Lees-Miller, 2004; Suzuki et al., 1999; 
Yang et al., 2004). Der DNA-Strangaustausch wird durch die Reparaturenzyme 
RAD51, RAD52 und RPA katalysiert. Es folgt die DNA-Neusynthese, Ligation, 
„Branch Migration“ und Auflösung der entstandenen „Holliday“-Struktur (Wyman 
et al., 2004; Abb. 3). 
Ausfallmutationen im ATM-Gen führen zu der autosomal rezessiv vererbbaren 
Krankheit Ataxia Telangiectasia (AT), die durch ausgeprägte Strahlungs-
sensitivität, Immundefizienz und hohes Leukämie- und Krebsrisiko gekennzeichnet 
ist (Lavin et al., 2005).  
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Abb. 3: Überblick über die Prozessierung von DNA-Schäden über die zwei 
Doppelstrangbruch-Reparaturwege Homologe Rekombination (HR) und „Non-
homologous End-joining“ (NHEJ). Modifiziert nach Christmann et al., 2003 und Sancar 
et al., 2004. 
 
 
 
Insgesamt ist die Forschung auf dem Gebiet der DNA-Reparatur und ihrer 
Verknüpfung mit anderen wichtigen Zellfunktionen (s. o.) derzeit von einer hohen 
Dynamik geprägt. Deshalb ist damit zu rechnen, dass in absehbarer Zeit weitere 
Mechanismen sowie deren funktionelles und regulatorisches Zusammenwirken 
offen gelegt werden.  
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1.2 DNA-Reparatur in hämatopoetischen CD34+ Vorläuferzellen 
 
Die meisten der zuvor beschriebenen Reparaturwege sind bisher in etablierten 
Zellkultursystemen und teilweise in Mausmodellen gut untersucht. Soll aber die 
Rolle dieser Funktionen beispielsweise für die Chemosensitivität des  
hämatopoetischen Systems verstanden werden muss der schwierige Weg 
beschritten werden, diese Funktionen in primären Zellen zu analysieren. Daher 
erfordert eine Korrelation zum Ausmaß und zum spezifischen Profil der 
Myelosuppression nach Behandlung mit DNA-reaktiven Substanzen die 
systematische Untersuchung unterschiedlicher Subpopulationen der humanen 
hämatopoetischen Differenzierungslinien. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, 
dass humane CD34+ Vorläuferzellen, die aus Knochenmark oder Nabelschnurblut 
isoliert wurden, eine im Vergleich zu terminal differenzierten CD34- Lymphozyten, 
verminderte Reparaturleistung für bestimmte DNA-Addukte aufweisen (Buschfort-
Papewalis et al., 2002). Unterstützt wird die Vorstellung eines minder effektiven 
DNA-Reparatursystems dieser Zellpopulation durch Befunde über deren 
vergleichsweise geringe Aktivität des MGMT-Enzyms im Vergleich zu anderen 
somatischen Zellen, die zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber 
Nitrosoharnstoffen beiträgt. Diese Tatsache könnte auch die vermehrte 
leukämische Transformation solcher Zellen erklären (Gerson, 2004). Umgekehrt 
scheinen jedoch UV-induzierte Einzelstrangbrüche von Vorläuferzellen besser 
repariert zu werden als von differenzierten mononukleären Zellen des 
Knochenmarks (Myllyperkio und Vilpo, 1999). Die zelluläre Antwort auf 
unterschiedliche DNA-schädigende Einflüsse scheint deshalb selbst innerhalb 
einer distinkten Zellpopulation sehr komplex zu sein. Deshalb ist es unerlässlich, 
einzelne Reparaturwege und -funktionen auf ihre Aktivität zu untersuchen. Auch 
die Koordination einzelner Schritte kann eine Rolle für die Effektivität der 
Gesamtreparaturleistung und damit für das Überleben spezifischer 
Zellpopulationen spielen. 
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1.3 Genomische Stabilität von Stammzellen 
 
Die genomische Stabilität des Stamm- und Vorläuferzellpools eines Organismus 
ist essentiell für die Selbsterneuerungs- und Differenzierungskapazität. 
Proliferations-kompetente Stamm- und Vorläuferzellen müssen die Integrität ihrer 
Erbinformation in höherem Maße aufrechterhalten als somatische Zellen. Dies 
könnte einerseits durch verstärkte DNA-Reparaturleistungen gewährleistet 
werden. Für den Fall, dass ein ausreichender Zellpool vorhanden ist, könnte aber 
auch eine Mutationsprävention durch eine gesteigerte Apoptoseinduktion in nur 
relativ schwach geschädigten Stammzellen erfolgen (de Waard et al., 2004; 
van Sloun et al., 1999). 
Genexpressionsstudien an murinen Stammzellen und differenzierten 
hämatopoetischen Zellen zeigten eine konsistente Überexpression einzelner 
Reparaturgene in der Stammzellfraktion. So zeigte eine Studie höhere 
Transkriptspiegel für die Gene XPG und RAD23B (NER), KU80 (NHEJ) und MSH2 
(MMR) (Ramalho-Santos et al., 2002), eine andere für die Gene XRCC1 (BER), 
XPD (NER) und MSH2 (MMR) in hämatopoetischen Stammzellen der Maus 
(Ivanova et al., 2002). 
Ob und wie diese transkriptionelle Regulation einen Schutz der Stammzellen vor 
genotoxischen Substanzen bietet, ist derzeit ein Feld aktiver Forschung. Für das 
humane System liegen bisher zu dieser Frage keine verlässlichen Daten vor. 
 
 
1.4 Schutz des Blutbildenden Systems durch retroviralen 
Gentransfer in hämatopoetische Zellen  
 
Der Transfer von Resistenzgenen in autologe hämatopoetische Stamm- und 
Vorläuferzellen des Patienten bietet die Möglichkeit, eine Myelosuppression nach 
Hochdosis-Chemotherapie zu mindern oder ganz zu vermeiden. Hierzu werden 
hämatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark mobilisiert und 
entnommen. In diese Zellen erfolgt der meist retrovirale Gentransfer und 
anschließend werden die transfizierten Zellen retransplantiert. Danach folgt die 
Hochdosis-Chemotherapie. Bislang werden für diesen Ansatz vorwiegend Gene 
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verwendet, deren zugehörige Proteine die Pharmakokinetik der Zytostatika 
verändern. Dazu gehören beispielsweise Membranproteine, die einen aktiven 
Efflux von zytotoxischen Substanz bewirken (MDR1), oder zytoplasmatische 
Enzyme, die den Metabolismus der Medikamente beeinflussen (DHFR, 
Dihydrofolatreduktase) (Aglietta et al., 1998; Flasshove et al., 2003). Ein weiterer 
wichtiger Ansatzpunkt für die Hämatoprotektion ist der Transfer von DNA-
Reparaturgenen, durch den nicht die intrazelluläre Wirkstoffkonzentration 
moduliert wird, sondern die kritischen Reaktionsprodukte mit den Zielmolekülen. 
Die Einschleusung und Expression eines MGMT-Transgens in primäre 
hämatopoetische Zellen, die eine nur geringe endogene MGMT-Enzymaktivität 
aufweisen, schützt sie sehr effizient vor der zytotoxischen Wirkung von 
Medikamenten wie BCNU oder Temozolomid, die das O6-Atom von Guanin 
alkylieren (Jelinek et al., 1996; Moritz et al., 1995). 
Die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum N,N’,N’’’-Triethylenethio-
phosphoramid (thioTEPA) führt in den meisten Fällen zu einer signifikanten 
Myelosuppression. Es reagiert mit der DNA unter Bildung von Amino-Ethyl-
Addukten, sogenannten FAPY-Läsionen. Diese Addukte werden von der DNA-
Glykosylase FPG (bzw. OGG1 im humanen System) erkannt und dem BER-Weg 
zugeführt (Ide, 2001; siehe 1.2). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der 
Transfer dieses BER-Gens hämatopoetische Zellen vor der Toxizität von 
thioTEPA schützt und es wird vermutet, dass FPG bzw. OGG1 bei hoher 
Expression sogar Resistenz gegenüber dieser Substanz vermitteln kann (Kobune 
et al., 2001). 
Prinzipiell lassen sich vermutlich eine Reihe weiterer DNA-Reparaturgene als 
Resistenzvermittler in Stammzellen transferieren. Derzeit ist aber noch 
weitgehend unklar, welches innerhalb der komplexen Reaktionswege (s. o.) die 
kritischen Komponenten sind, deren erhöhte Verfügbarkeit zu einer 
beschleunigten Schadensbeseitigung führt, ohne das austarierte Gleichgewicht 
der einzelnen Schritte so stark zu stören, dass dabei Reparaturintermediate 
akkumulieren. Diese könnten sowohl zytotoxisch als auch mutagen wirken.  
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1.5 Das DNA-Reparatur-Netzwerk (Aufgabenstellung) 
 
Die angeführten Beispiele für den Gentransfer von DNA-Reparaturgenen zeigen, 
dass der Wirkmechanismus des Zytostatikums, sowie der prozessierende DNA-
Reparaturweg, der in der zu schützenden Zielzellpopulation aktiv wird, genau 
bekannt sein müssen, um eine hämatoprotektive Wirkung zu erzielen. Für viele in 
der onkologischen Chemotherapie eingesetzte Substanzen ist dies jedoch nicht 
der Fall. Bei vielen DNA-reaktiven Zytostatika sind weder die exakten 
Adduktspektren noch die an der Reparatur beteiligten Wege genau bekannt. Dies 
gilt insbesondere für primäre humane Zellen. In vorangegangenen 
Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass Zellen verschiedener 
hämatopoetischer Differenzierungsstadien offenbar sehr unterschiedlich auf die 
Behandlung mit alkylierenden Substanzen reagieren (Buschfort-Papewalis et al., 
2002).  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb bei Zellen aus drei verschiedenen 
Differenzierungsstadien der humanen Blutbildung das funktionelle 
Reparaturverhalten und das Expressionsprofil möglichst vieler beteiligter Gene 
ermittelt werden, um mehr über die Zelltyp-spezifische Regulation dieses 
wichtigen Schutzmechanismus zu erfahren. Des Weiteren sollte ermittelt werden, 
ob die ausgeprägten interindividuellen Unterschiede in der Reparaturantwort auf 
DNA-Schäden bei diesen Zellen auch auf der Transkriptionsebene zu finden sind. 
Den dritten wichtigen Punkt bildete die Frage, welche Rolle Transkription und 
Funktion von Reparaturmechanismen für die Chemosensitivität bestimmter 
Zellpopulationen spielen und welchen Einfluss dabei das Replikationsverhalten 
hat. 
Außerordentlich bedeutsam für eine erfolgreiche Bearbeitung dieses Projektes war 
dabei die Logistik und Aufreinigung der primären hämatopoetischen Zellen aus 
menschlichem Nabelschnurblut. Untersucht werden sollten drei über 
Oberflächenmarker definierte Zellpopulation (Abb. 1): eine Stammzellnahe 
Population (CD34+38-), eine Population unreifer Vorläuferzellen (CD34+ oder 
CD34+38+) und die Fraktion der weitgehend differenzierten Zellen (CD34-). Eine 
große methodische Herausforderung bestand dabei in der begrenzten 
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Verfügbarkeit der Zellen vor allem der frühen Differenzierungsstadien, die jeweils 
nur 1 % beziehungsweise 0,01 % der Ausgangspopulation ausmachen. 
Die Ergebnisse diese Arbeit sollten insgesamt dazu beitragen, die zellulären DNA-
Reparaturmechanismen selbst, aber auch ihre Wechselwirkungen mit anderen 
Funktionen der koordinierten Zellantwort auf DNA-Schäden (“DNA damage 
response network“), die schematisch in Abb. 4 dargestellt sind, in primären 
humanen Zellen besser zu verstehen. 
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Abb. 4: Das „DNA damage response network“ 
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2. Ergebnisse 
 
2.1 Etablierung der Methoden zur Bestimmung der DNA-
Reparaturfähigkeit von verschiedenen Blutzellpopulationen 
 
2.1.1 Immunzytologischer Assay (ICA) 
 
Zytostatika reagieren mit DNA unter Adduktbildung 
Das bifunktionelle Alkylans Melphalan wird in der Tumortherapie vor allem beim 
multiplen Myelom und bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen eingesetzt 
(Samuels und Bitran, 1995; Sirohi und Powles, 2004). Die Haupttoxizität beruht 
auf Interstrang-DNA-Quervernetzungen, welche die Replikation und Transkription 
der DNA stören (Spanswick et al., 2002). Neben diesen Verknüpfungen entstehen 
auch Monoaddukte, die ebenfalls toxisch wirken können (Lawley und Phillips, 
1996). Eine dosislimitierende Nebenwirkung des Melphalans ist die ausgeprägte 
Knochenmarktoxizität (Zweegman und Huijgens, 2002), die dieses Zytostatikum 
zu einem sehr interessanten Alkylans für in vitro Untersuchungen zur DNA-
Reparaturfähigkeit und Chemosensitivität von hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen macht. 
Die bevorzugte Alkylierungsposition ist das N7 des Guanins. An dieser Stelle 
entstehen G-Monoaddukte oder durch bifunktionelle Alkylierung G-G-
Quervernetzungen (Zeller, 1995; Abb. 5). 
Als zweites Zytostatikum zur Untersuchung der DNA-Reparaturleistungen von 
hämatopoetischen Zellen wurde das Cisplatin eingesetzt. Hierbei handelt es sich 
um eine Platinverbindung, die bevorzugt an das N7 von Guanin und Adenin 
bindet. Cisplatin besitzt zwei reaktive Chlorliganden, die mit zwei DNA-Basen 
reagieren. Es werden zu 50-65 % DNA-Intrastrang-Quervernetzungen zwischen 
zwei benachbarten Guaninmolekülen, zu 25-30 % Vernetzungen zwischen 
benachbarten Adenin- und Guaninmolekülen und zu etwa 1 % Interstrang-
Verknüpfungen ausgebildet (Abb. 5). Die restlichen 10 % der Addukte entfallen auf 
DNA-Monoaddukte und DNA-Protein-Verknüpfungen (Sanderson et al, 1996; 
Zeller, 1995).  
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Cisplatin wird in der Tumortherapie vor allem bei Hoden- und Ovarialkarzinomen 
(Higby et al., 1974) oder bei Bronchialkarzinomen eingesetzt (Eberhardt et al., 
1998; Havemann und Wolf, 1997). Das Nebenwirkungsspektrum ist groß und 
reicht von dosislimitierender Nephro- und Neurotoxizität (Cornelison und Reed, 
1993; Verstappen et al., 2003) bis zu Ototoxizität und Knochenmarksuppression 
(Smoorenburg et al., 1999; Zeller, 1995). 
Cisplatin und Melphalan bedürfen keiner intrazellulären enzymatischen 
Aktivierung. Daher eignen sich diese Substanzen sehr gut für die in vitro 
Exposition. 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der durch alkylierende Substanzen und Cisplatin 
ausgebildeten DNA-Addukte.  
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Adduktbildung und -eliminierung können durch spezifische Antikörper 
sichtbar gemacht werden 
Melphalan und Cisplatin bilden eine Reihe von spezifischen DNA-Addukten, die 
über verschiedene Reparaturwege prozessiert werden. So sind z.B. Melphalan-
Monoaddukte Ziele für NER und BER, während Doppelstrang-Vernetzungen über 
die DSBR eliminiert werden. Um eine Aussage über die DNA-Reparaturkapazität 
einzelner Zellen nach ex vivo Melphalan- bzw. Cisplatinbehandlung machen zu 
können, eignen sich monklonale Antikörper, die bestimmte Addukte 
hochspezifisch erkennen und somit ihre Entstehung und Entfernung im Kern jeder 
einzelnen Zelle sichtbar machen.  
Der spezifische Melphalan-Addukt-mAK Amp4/42 (Tilby et al., 1995) erkennt die 
Ringöffnung am N7 des Guanins nach Alkalibehandlung der Zellen im ICA.  
Der mAK 18D10 detektiert Cisplatin-induzierte Inter- bzw. Intrastrang-
Verknüpfungen und wurde im Institut für Zellbiologie der Universität Duisburg-
Essen etabliert (Liedert, 2001). Im ICA können somit auch Cisplatin-Addukte 
nachgewiesen werden. 
Der Immunzytologische Assay (ICA) stellt eine Methode dar, mit der in einer 
Doppelsandwich-Immunfärbung Zytostatika-induzierte DNA-Addukte erkannt und 
quantifiziert werden können (Seiler et al., 1993; Thomale et al., 1994a und 1994b; 
siehe 5.2.6). Um diesen Assay auch mit sehr wenigen hämatopoetischen 
Vorläuferzellen verwenden zu können, waren einige Modifikationen notwendig.  
Die ex vivo gegenüber Melphalan oder Cisplatin exponierten Zellen wurden auf 
speziell behandelte Objektträger aufgebracht, die sich durch ihre adhäsiven 
Oberflächeneigenschaften für den ICA mit sehr geringem Zellmaterial besonders 
gut eignen (Immunoselect Objektträger, Squarix). Vorversuche mit 3-aminopropyl-
triethoxysilan beschichteten konventionellen Objektträgern (Buschfort-Papewalis 
et al., 2002) zeigten einen sehr hohen Zellverlust nach der Proteolyse. Eine   
ausreichende Behandlung mit Pepsin und Proteinase K war aber notwendig, um 
die Akzessibilität der Addukte zu gewährleisten und unspezifische 
Antikörperbindung an Proteine und Membranbausteine zu vermindern. Um den 
Zellverlust zu minimieren, wurden die proteolytischen Enzyme in geringeren 
Konzentrationen eingesetzt.  Durch den unzureichenden Verdau zeigte sich aber 
ein sehr hohes Hintergrundsignal auch in nicht exponierten Zellen. Der hohe 
Zellverlust konnten durch die Verwendung der Immunoselect Objektträger deutlich 
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vermindert werden (Abb. 6) und der Einsatz von zwei Cy3-konjugierten 
Sekundärantikörpern senkte die Hintergrundfluoreszenz im Vergleich zu den 
vorher verwendeten Alexa488- und FITC-gekoppelten Sekundärantikörpern 
(Buschfort-Papewalis et al., 2002). Das Fluoreszenzsignal konnte so deutlich 
verstärkt und mit Hilfe eines Mehrparameter-Bildanalysesystems quantifiziert 
werden.  
Dabei wurde auf Einzelzellebene durch DAPI-Gegenfärbung das 
Fluoreszenzsignal für den DNA-Gehalt der Zelle korrigiert. Somit konnten auch 
Zellen mit unterschiedlichem DNA-Gehalt, z.B. proliferierende mit ruhenden 
Zellen, verglichen werden.  
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Abb. 6: Funktionelle DNA-Reparatur Assays. Im ICA können primäre DNA-Schäden (Addukte) 
quantifiziert werden. Die Einzelzellgelelektrophorese detektiert die Bildung und 
Eliminierung von DNA-Einzelstrang- (ESB) und DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB). 
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2.1.2. Bildung und Eliminierung von reparaturinduzierten DNA-
Strangbrüchen können mit Hilfe der Einzelzellgelelektrophorese 
(Comet Assay) sichtbar gemacht werden 
 
Zur Bestimmung sekundärer DNA-Strangbrüche als Reaktion auf primäre DNA-
Schäden (Addukte) wurde die Methode der Einzelzellgelelektrophorese oder 
Comet Assay verwendet. Diese Methode nach Singh et al. (1988) und Tice et al. 
(2000) wurde erfolgreich mit humanen Lymphozyten durchgeführt, wobei recht 
große Zellzahlen notwendig waren (Buschfort-Papewalis et al., 2002). Bei dieser 
Version des Comet Assays wurden mindestens 105 Zellen auf einen mit Agarose 
beschichteten Objektträger aufgebracht. Diese Methode konnte in Vorversuchen 
nicht für sehr kleine Zellzahlen (< 104 Zellen) verwendet werden. Zur Etablierung 
des Comet Assays für wenige primäre hämatopoetische Stamm- und 
Vorläuferzellen wurde die Methode nach McNamee et al. (2000) verwendet, da sie 
die Möglichkeit der Miniaturisierung bot.   
Die zu analysierenden Zellen wurden in Agarose eingegossen und in 8-well 
Zellkulturkammern auf eine Trägerfolie aufgebracht. Die Gele wiesen so eine 
Größe von nur etwa 1 cm2 auf und es war möglich ein Minimum von 3000 Zellen 
pro Gel einzusetzen und zu analysieren (siehe 5.2.7). 
Verschiedene hämatopoetische Zellpopulationen wurden ex vivo mit dem 
Standardalkylans Ethylnitrosoharnstoff (EtNU) behandelt. EtNU ist sehr gut 
membrangängig und zerfällt unter physiologischen Bedingungen heterolytisch 
sehr rasch (t½ = 7 min) zu hochreaktiven elektrophilen Karb-Anionen (Goth und 
Rajewsky, 1972), die mit nukleophilen Zentren der DNA reagieren. So entsteht 
eine Vielzahl von DNA-Alkylierungsprodukten (Beranek, 1990). Als Hauptprodukt 
gelten chemisch und biologisch weitgehend stabile Phosphotriester (ca. 55 %). Mit 
geringerer Häufigkeit erfolgt eine Alkylierung an N- und O-Atomen der Basen. Es 
werden zu etwa 11 % N7-Ethyl-Guanine, zu 8 % O6-Ethyl-Guanine, zu 7,5 % O2-
Ethyl-Thymine und zu 4 % N3-Ethyl-Adenine gebildet. Sauerstoffaddukte gelten 
als chemisch relativ inert, während N-Alkylierungen zu Ringöffnungen oder über 
eine Destabilisierung der N-glykosidischen Bindung spontan zu abasischen 
Stellen in der DNA führen können. Obwohl EtNU nicht in der Tumortherapie 
eingesetzt wird, stellt es für in vitro Analysen, wegen seiner schnellen 
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Reaktionskinetik, ein gutes Standardalkylans dar. Hier können DNA-
Reparaturkinetiken ohne weitere Adduktbildung aufgezeichnet werden.   
DNA-Reparaturmaschinen (Abb. 2) erkennen EtNU-Addukte und entfernen sie aus 
der DNA. Dies erfolgt über intermediäre DNA-Einzelstrangbrüche, die durch die 
elektrophoretische Mobilität der Fragmente im Comet Assay sichtbar gemacht 
werden können. Die im Gel sichtbaren Kometen wurden mit Hilfe eines 
Bildanalysesystems analysiert. Hierzu wurde das Olive Tail Moment (OTM) 
verwendet, welches das Produkt aus dem DNA-Gehalt im Kometenschweif und 
der Länge dieses Schweifes beschreibt (Abb. 6). So kann eine Aussage über die 
Anzahl geschnittener DNA-Fragmente (DNA- bzw. Fluoreszenzintensität im 
Kometenschweif)  und die Größe der kleinsten migrierten DNA-Stücke (Länge des 
Schweifes) gemacht werden. 
 
 
2.1.3 Etablierung einer Plattform für Mikroarray Analysen von 
primären hämatopoetischen Zellen 
 
Die Mikroarray-Technologie hat sich in den vergangenen zehn Jahren zu einer 
flexiblen Methode zur gleichzeitigen Analyse einer großen Anzahl von 
Nukleinsäure-Fragmenten entwickelt. Die Methode der Nukleinsäure-
Hybridisierung ist in der Molekularbiologie weit verbreitet und stellt durch die 
Miniaturisierung auf der Ebene von Mikroarrays ein schnelles und 
aussagekräftiges Verfahren zur Expressionsanalyse sehr geringer Mengen 
Ausgangsmaterials dar. 
Mittlerweile werden Arrays von vielen Firmen in unterschiedlicher Qualität 
angeboten. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Arrays zur Untersuchung 
der Expressionsunterschiede entlang der hämatopoetischen Differenzierungslinie 
verwendet.  
Der DNA-Reparatur Array wurde nach unseren Vorgaben von der Firma 
MWG Biotech zur Analyse der wichtigsten DNA-Reparaturgene hergestellt. Er 
enthält Oligonukleotidsequenzen von 151 DNA-Reparatur- und 4 
Normierungsgenen, 24 Kontrollsequenzen sowie deren Replikate. Mikroarrays 
anderer Firmen wie z.B. der HG-U95 Chip der Firma Affymetrix tragen wesentlich 
2. Ergebnisse  22 
mehr Oligonukleotide auf ihrer Oberfläche (ca. 10000), einige wichtige 
Reparaturgene konnten bislang aber nur mit dem DNA-Reparatur Array analysiert 
werden. 
Aufgrund der geringen Zellzahlen in der Progenitorzellpopulation konnte aus ihr 
nur etwa 0,1 bis 1 µg Gesamt-RNA isoliert werden. Um die Hybridisierung an 
Mikroarrays durchführen zu können war eine Amplifizierung der RNA notwendig. 
Sie wurde hierzu mittels Oligo-dT Primern in cDNA umgeschrieben. Nach der 
Zweitsstrangsynthese erfolgte eine reverse Transkription und eine erneute cDNA 
Synthese mit Random Primern (Abb. 7). Dieses Zwei-Runden 
Amplifikationsprotokoll, modifiziert nach Baugh et al. (2001), stellte ausreichend 
cDNA für die anschließende Markierungsreaktion zur Verfügung. Die cDNA wurde 
für die Hybridisierung an MWG Arrays in einer reversen Transkription mit Cy3- 
bzw. Cy5-gekoppelten UTPs markiert (siehe 5.2.10). Jeweils eine Cy3-markierte 
(grün) und eine Cy5-markierte Probe (rot) wurden zusammen an einen Array 
hybridisiert.  
Die Mikroarrays der HG-U133-Serie der Firma Affymetrix stellen die nachfolgende 
Generation der HG-U95 Chips dar und repräsentieren ca. 33000 Gene. Parallel 
wurden die CD34+ und CD34- Proben an den HG-U133A Mikroarray hybridisiert, 
der etwa 22000 Probesets trägt. Der einzige Unterschied in der 
Probenaufbereitung bestand in der Markierung der cRNA mit biotinylierten UTPs 
und der Hybridisierung einer einzelnen Probe an den Affymetrix Array (siehe 5.2.9; 
Abb. 7).  
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Abb. 7: Schematische Darstellung der RNA-Amplifizierung, Markierung der cRNA und 
Hybridisierung an MWG und Affymetrix Mikroarrays.  
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A B
C D
 
 
Abb. 8: Fotos von vier verschiedenen MWG Arrays. Rote bzw. grüne Punkte repräsentieren 
höher exprimierte Gene im Cy5- bzw. Cy3-Kanal. Gelbe Punkte stellen die gleiche 
Menge an Transkript in beiden an einen Array hybridisierten Proben dar. In C) und D) ist 
das unspezifische Hintergrundsignal im Cy3-Kanal zu erkennen. 
 
 
Durch die Doppelhybridisierung an die MWG Arrays konnte eine CD34+ und eine 
CD34- Probe des gleichen Spenders zusammen an einen Array hybridisiert 
werden, um so die Array-zu-Array Varianz zu minimieren. Abb. 8 zeigt vier 
ausgewertete Arrays. Die roten Punkte stehen für höher exprimierte Gene im Cy5-
Kanal, grüne Punkte für höher exprimierte Gene in der Cy3-markierten Probe. 
Gelbe Punkte entstehen, wenn die Transkripte in beiden Proben gleich hoch 
exprimiert werden. 
Doch bei dieser Markierungs- und Hybridisierungsstrategie traten Komplikationen 
auf, die eine Auswertung und Normalisierung der Array Daten erheblich 
erschwerten. Bei der Verwendung der DNA-Reparatur Arrays konnte selten eine 
homogene Hybridisierung erzielt werden. Luftblasen und teilweise eingetrocknete 
Bereiche ergaben partiell schwache Signale bzw. hohes Hintergrundrauschen 
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(Abb. 8). Auch nach Optimierung der Blockierungs- und Waschschritte konnte ein 
Hintergrund im Cy3-Kanal nicht eliminiert werden.  
Dennoch konnten die Expressionsprofile von sechs CD34+/CD34- Probenpaaren 
erstellt werden. Die Normierung auf die mittlere Fluoreszenzintensität beider 
Kanäle, sowie die Subtraktion der Hintergrundsignale erfolgte mit Hilfe des PC-
Programms MAVI. Verteilungsdiagramme und Hierarchische Clusteranalysen 
wurden mit dem „Spotfire DecisionSite for Functional Genomics“ Programm 
erstellt (siehe 5.1.8 und 5.2.11). 
Bei der Analyse der Hybridisierungssignale ergab sich folgende Problematik. Die 
Auftragung der Signalstärken von Reparatur- und Normierungsgenen gegen ihre 
Replikate, die sich an anderer Stelle auf dem Array befanden, ergab einen 
erheblichen Unterschied der Intensitäten (Abb. 9A-D). Bei der Auftragung in 
Verteilungsdiagrammen sollten sich bei gleichen Signalstärken alle Punkte, der 
zwei zu vergleichenden Proben, auf einer Diagonalen befinden. Diese Varianz 
kann nur mit einer sehr unterschiedlichen Hybridisierungseffizienz über den 
gesamten Array erklärt werden. 
Eine CD34+ und eine CD34- Probe (07#03) wurde jeweils mit Cy3 und Cy5 
markiert und an zwei verschiedene Arrays hybridisiert. Bei Auftragung der 
unterschiedlichen Farbstoffe gegeneinander ergab sich ein ähnliches Bild als beim 
Vergleich der Replikate. Demnach bestand ein deutlicher Unterschied in der 
Markierungseffizienz mit den beiden Cy-Farbstoffen (Abb. 9E,F).  
Die hierarchische Clusteranalyse diente dem Vergleich aller Arrays untereinander. 
Hierzu wurden die Signalintensitäten auf die mittlere Signalstärke aller Arrays 
normiert, logarithmiert und der Clusteranalyse unterworfen (siehe 5.2.11). Es 
konnte gezeigt werden, dass sich die zwei Proben des gleichen Arrays (DNA-
Reparatur Array)) am ähnlichsten sind. Die differenzierungsspezifischen 
Unterschiede zwischen CD34+  und CD34- Zellen, die mit den Affymetrix Arrays 
deutlich hervortraten (Abb. 10B), waren mit den MWG Mikroarrays nicht 
nachzuvollziehen (Abb. 10A). Vielmehr lagen die Proben eines Arrays im Cluster 
immer nahe zusammen, was auf eine große Ähnlichkeit schließen ließ. Sogar die 
Doppelbestimmung der Probe 07#03 wies im Cluster keine Ähnlichkeit auf. Die 
individuellen Unterschiede, oder vielmehr die geringe Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse, gewichteten hier stärker als die differenzierungsspezifischen 
Unterschiede der Zellpopulationen. 
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Abb. 9: Verteilungsdiagramme der Signalintensitäten von Probe 07#03 auf MWG Arrays. 
Aufgetragen sind die absoluten Signalintensitäten aus den Mikroarray Analysen 
(logarithmische Skalierung). A)-D) stellen den Vergleich der Signale von Replikaten auf 
einem Array dar. (Reproduzierbarkeit innerhalb eines Arrays). E) und F) zeigen den 
Vergleich der Signale der gleichen Cy3- und Cy5-markierten Probe.  
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Abb. 10: Hierarchische Clusteranalyse von CD34+ und CD34- Zellen auf MWG DNA-
Reparatur Arrays (A) und Affymetrix HG-U133A Chips (B). Expressionssignale 
wurden auf die mittlere Signalintensität normalisiert, logarithmiert und die Verhältnisse 
wurden der Clusteranalyse unterworfen (siehe 5.2.11). Die relative Expression wird durch 
die Farbe ausgedrückt: Gene, die deutlich höher exprimiert sind als der Mittelwert sind rot 
(> 4fach), solche die niedriger exprimiert sind, werden grün dargestellt (< 4fach). Der 
Mittelwert der Expression erscheint schwarz. In die Clusteranalysen sind in A) und B) 
jeweils die gleichen DNA-Reparaturgene eingegangen.  
 
 
Durch die Verfügbarkeit eines neuen Arrays der Firma Affymetrix (HG-U133A) war 
es möglich das gesamte DNA-Reparatur-Netzwerk zu analysieren. Dieser Chip 
bot den Vorteil, dass auch DNA-Reparatur-Assoziierte Gene, wie Apoptose-, 
Zellzyklus- oder Regulationsgene untersucht werden konnten. Das 
Hybridisierungs- und Waschprotokoll war optimiert und automatisiert, so dass 
Array-zu-Array Vergleiche keine großen Varianzen aufwiesen. Aufgrund der guten 
Reproduzierbarkeit der Array Analysen und der Möglichkeit auch viele Reparatur-
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Assoziierte Gene untersuchen zu können wurde für diese Arbeit der Affymetrix 
Chip für Mikroarray Analysen gewählt.  
 
 
2.1.4. Isolierung einer proliferationsaktiven CD34+ Fraktion  
 
Werden CD34+ Zellen direkt nach der magnetischen Isolierung mittels DNA-
Färbung auf ihre Zellzyklusverteilung untersucht, befindet sich nur ein sehr 
geringer Anteil in der S-, G2- oder M-Phase des Zellzyklus. Dieser Anteil lag in den 
zwei untersuchten Proben etwa bei 1-3 % (Abb. 11). In der Literatur wird diese 
Beobachtung häufig mit dem schnellen Durchschreiten dieser Phasen 
beschrieben, so dass sich bei einer Momentaufnahme der Zellzyklusverteilung die 
meisten Zellen in der G1/G0-Phase befinden (Lucotti et al., 2000; Rosti et al., 2000; 
Summers et al., 2001; Traycoff et al., 1994). 
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Abb. 11: Zellzyklusverteilung hämatopoetischer Zellen. Frisch isolierte CD34+ und CD34- 
Zellen sowie für 24 h bzw. 42 h stimulierte CD34+ Zellen von zwei Nabelschnur-
blutproben wurden mit EtOH (70 %) fixiert und mit DAPI gefärbt. Dargestellt sind FACS- 
Histogramme mit den zugehörigen Prozentanteilen in der G1/G0-Phase (linkes „Gate“), 
und in der S/G2/M-Phase (rechtes „Gate“) des Zellzyklus.  
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Gothot et al. (1997) beschrieben eine Methode, die es möglich macht, Zellen in 
der G1-Phase von G0-Zellen zu unterscheiden. Sie beruht auf einer DNA-Färbung 
mit dem UV-Farbstoff Hoechst 33342 und anschließender Gegenfärbung der RNA 
mit Pyronin Y (siehe 5.2.2). So können G1-Zellen mit hohem RNA-Gehalt von G0-
Zellen mit geringerem RNA-Gehalt im Zytometer getrennt werden (Abb. 12). Es 
handelt sich hierbei nicht um klar abgrenzbare Populationen, da die Menge an 
Gesamt-RNA in den Zellen sehr inhomogen ist. Mit den in Abb. 12 gesetzten 
Grenzen („Gates“) ließen sich zwei unterschiedlich proliferationsaktive 
Zellpopulationen isolieren.  
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Abb. 12: G1/G0-Sortierung von CD34
+ Zellen. Frisch isolierte CD34+ Zellen wurden zuerst mit 
Hoechst 33342 (DNA-Färbung) und anschließend mit Pyronin Y (RNA-Färbung) inkubiert 
und im FACS sortiert. Es befanden sich 77 % (R7) in der G1-Phase und etwa 6 % (R6) in 
der G0-Phase des Zellzyklus. 
 
 
Hoechst 33342 sowie Pyronin Y sind DNA-, bzw. DNA- und RNA-interkalierende 
Substanzen, d.h. sie wirken sehr toxisch auf hämatopoetische Zellen. Titrationen 
ergaben eine minimale Konzentration von 0,5 µg/ml Pyronin Y und 6 µg/ml 
Hoechst 33342 für die FACS Sortierung. Diese relativ hohe Dosis des Hoechst-
Farbstoffs führte in der anschließenden Comet Analyse bereits zu erheblichen 
Kometen, so dass diese Sortierungsstrategie nicht für die anschließende Messung 
von Reparaturintermediaten verwendet werden konnte.  
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Die auf diese Weise sortierten Zellen wurden auch für den ICA eingesetzt. Hierzu 
wurden sie nach der Sortierung mit Melphalan bzw. Cisplatin inkubiert und im ICA 
gefärbt (siehe 5.2.6). Die Zellen waren vollkommen intakt und konnten mit Hilfe 
des Bildanalysesystems ausgewertet werden. Es ergaben sich jeweils höhere 
Melphalan- und Cisplatin-Adduktspiegel in der G1-Fraktion. Dies könnte auf eine 
höhere Chemosensitivität in proliferationsaktiven Zellen hindeuten. Aufgrund der 
hohen Strangbruchraten wurde diese Methode der Zellseparierung dennoch nicht 
zur Untersuchung des Einflusses des Zellzyklus auf die DNA-Reparaturfähigkeit 
von hämatopoetischen Zellen verwendet. 
Um eine in vitro proliferationsaktive CD34+ Zellpopulation für DNA-Reparatur 
Analysen einsetzen zu können, wurde eine Hälfte der frisch isolierten 
Vorläuferzellen mit den Wachstumsfaktoren IL3, IL6 und SCF stimuliert und nach 
24 h und 42 h auf ihre Zellzyklusverteilung untersucht (siehe 5.2.3; Abb. 11C,F). 
Die stimulierten Zellen zyklisierten nach 42 h und zeigten ebenfalls eine 
veränderte Morphologie. Während frisch isolierte CD34+ Zellen eher abgerundet 
erschienen, bildeten sich unter Stimulierung auch verschiedene amorphe 
Zellformen aus (Abb. 13).   
 
 
 
Abb. 13: Frisch isolierte (A) und für 42 h mit IL3, IL6 und SCF stimulierte (B) CD34+ Zellen.   
 
 
 
 
 
2. Ergebnisse  31 
2.2 Die Chemosensitivität, DNA-Reparaturleistung und 
transkriptionelle Regulation des DNA-Reparatur-Netzwerkes von 
humanen CD34+ Vorläuferzellen und differenzierten CD34- Zellen 
 
2.2.1 Isolierung von CD34+ Vorläuferzellen aus humanem 
Nabelschnurblut 
 
Hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen sind im menschlichen 
Knochenmark lokalisiert und besitzen die Fähigkeit eine, z.B. durch Strahlung oder 
Hochdosis-Chemotherapie, zerstörte Hämatopoese vollständig und permanent zu 
rekonstituieren. Derzeit können Vorläuferzellen aus drei Quellen gewonnen 
werden (Fritsch et al., 1995): (1) aus dem Knochenmark, (2) aus dem peripheren 
Blut nach Mobilisierung durch Zytokine (Leukapheresen) oder (3) aus dem 
Plazentarestblut (Nabelschnurblut). 
Im Blut von Neugeborenen zirkulieren hämatopoetische Vorläuferzellen in 
größerer Zahl als bei Erwachsenen. Nabelschnurblut ist durch Punktion der 
Nabelschnur leicht zu gewinnen und bietet somit einen Vorteil gegenüber der 
beschwerlichen Isolierung aus dem adulten Knochenmark. Für funktionelle 
Untersuchungen und Expressionsanalysen eignet es sich besser, da die Zellen 
naiv sind und nicht mit Zytokinen stimuliert wurden wie in Leukapherese-
Präparaten. Durch die Behandlung der Zellen mit Wachstumsfaktoren könnten 
sich eventuell Unterschiede im Expressionsprofil gegenüber unbehandelten Zellen 
ergeben (siehe 2.4.4).  
Aus der Nabelschnur ließen sich 30 bis 60 ml Blut gewinnen, aus denen zunächst 
1 x 108 bis 1 x 109 mononukleäre Zellen isoliert werden konnten. Von diesen 
Zellen waren ca. 1 % CD34+ Vorläuferzellen, die mit Hilfe von 
immunmagnetischen Säulen separiert werden konnten (siehe 5.2.1). 
Die Reinheit der Zellfraktion wurde über eine FACS Analyse bestimmt. Hierzu 
wurden die Zellen mit einer Antikörpermischung aus Anti-CD34-FITC, Anti-CD38-
R-PE und Anti-CD45-PerCP inkubiert und im Zytometer analysiert (Abb. 14). Die 
Reinheit der CD34+ Fraktion lag im Durchschnitt bei 78 %.  
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Überprüfung der Reinheit von immunomagnetisch 
aufgereinigten CD34+ Zellen. Im Histogramm (D) sind alle CD34+ Zellen dargestellt, die 
sich in A) in „Gate“ A und in B) und C) in den Quadranten 2 und 4 befinden. Dies sind 
78,7 % der Gesamtpopulation. 
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2.2.2 CD34+ Vorläuferzellen zeigen eine höhere Chemo-
sensitivität als differenzierte Blutzellen 
 
Zur Bestimmung der zytotoxischen Wirkung von verschiedenen DNA-reaktiven 
Substanzen wie EtNU, Melphalan oder Cisplatin auf primäre hämatopoetische 
Zellen wurde der Anteil apoptotischer Zellen mit Hilfe eines Annexin V Assays 
bestimmt (Ormerod, 2001; van Engeland et al., 1998). Während früher Phasen 
des programmierten Zelltodes werden Phosphatidylserin-Reste der 
Phospholipidschicht von der Zytoplasmaseite auf die Außenseite der Zellmembran 
transloziert. Annexin V, ein 36 kDa, Ca2+-abhängiges Protein, bindet diese Reste 
mit hoher Affinität. Wird Annexin V mit einem Fluoreszenzfarbstoff wie FITC 
konjugiert, können apoptotische Zellen im Durchflusszytometer sichtbar gemacht 
werden. Während später Phasen der Apoptose verlieren Zellen ihre 
Membranintegrität, so dass Annexin V die Zellmembran überwinden und die 
Phosphatidylserin-Reste an der Zytoplasmaseite der Zellmembran binden kann. 
Um frühe und späte apoptotische Phasen unterscheiden zu können war es daher 
erforderlich, die Zellen zusätzlich mit Propidium Jodid (PI) zu behandeln, das 
selektiv tote Zellen anfärbt. Für die Auswertungen wurden nur Annexin V-positive 
Zellen herangezogen. PI-positive Zellen wurden ausgeschlossen, da hier nicht 
genau unterschieden werden konnte, ob es sich um die Zytostatika-induzierte 
Apoptose oder eine Nekrose handelt.  
CD34+ und CD34- Zellen wurden mit verschiedenen Dosierungen EtNU, 
Melphalan oder Cisplatin behandelt, und der Anteil apoptotischer Zellen wurde 
nach 3 h (EtNU) bzw. nach 24 h (EtNU, Melphalan und Cisplatin) im Zytometer 
bestimmt (siehe 5.2.4 und 5.2.5).  
Durch Behandlung mit Cisplatin ließ sich in hämatopoetischen Vorläuferzellen in 
hohem Maße der programmierte Zelltod induzieren, während differenzierte 
Lymphozyten eine geringere apoptotische Antwort auf diese Behandlung zeigten 
(Tab. 1). Die apoptotische Fraktion war bei CD34+ Zellen im Mittel um den Faktor 
1,8 (20 µg/ml Cisplatin) bzw. 3,5 (50 µg/ml Cisplatin) größer als bei CD34- Zellen. 
Ein signifikanter Unterschied ergab sich nur für die höhere Cisplatindosierung (p = 
0,021).  
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Tab. 1: Apoptotische Antwort nach Behandlung von CD34+ und CD34- Zellen mit Cisplatin 
für 24 h. Dargestellt ist der Prozentsatz lebender apoptotischer Zellen quantifiziert mit 
dem Annexin V FACS Assay. 
 
20 µg/ml Cisplatin 50 µg/ml Cisplatin Probe 
CD34+ CD34- CD34+ CD34- 
38#04 11,4 5,1 45,7 12,2 
39#04 8,6 2,6 25,3 4,8 
52#04 13,6 11 38,2 13,8 
Mittelwert ± SF#  11,2 ± 1,5 6,2 ± 2,5 36,4 ± 6,0  10,3 ± 2,8  
Faktor  
CD34+/CD34- 
1,8 3,5 
# SF = Standardfehler 
 
Der Annexin V Assay zeigte 3 h nach EtNU-Behandlung (100, 200 µg/ml) der zwei 
Zellpopulationen keine Zytostatika-induzierte Apoptose, d.h. die Apoptoseraten 
lagen bei CD34+ und CD34- Zellen im Bereich der unbehandelten Kontrollen 
(Abb. 15A). Daraus konnte geschlossen werden, dass die zur Messung der DNA-
Reparaturkapazität eingesetzte EtNU-Dosis (100 µg/ml, siehe 2.2.4) über den 
Verlauf des Comet Assays subtoxisch ist. Erst nach einer Postinkubation von 24 h 
nach EtNU-Behandlung war eine konzentrationsabhängige induzierte Apoptose zu 
beobachten (Abb. 15B). 
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Abb. 15: EtNU-induzierte Apoptoseraten in CD34+ und CD34- Zellen nach A) 3 h und B) 24 h 
Postinkubationszeit. Zellen wurden für 30 min gegenüber EtNU exponiert, mit PBS 
gewaschen und für weitere 3 h bzw. 24 h inkubiert. Prozentuale Anteile wurden mit dem 
Annexiv V FACS Assay quantifiziert. 
 
 
Das Zytostatikum Melphalan induzierte in hämatopoetischen Zellen wie EtNU und 
Cisplatin den Zelltod. Bei diesen Messungen war allerdings bei CD34+ und CD34- 
Zellen keine klare Konzentrationsabhängigkeit festzustellen (Abb. 16). In der 
Fraktion der differenzierten Blutzellen zeigte sich eine sehr geringe 
Apoptoseinduktion, während bei den korrespondierenden Vorläuferzellen eine 
deutliche Zunahme der apoptotischen Fraktion nach Melphalan-Behandlung zu 
ermitteln war (Abb. 16B). Bei CD34+ Zellen reichte eine geringe Dosis Melphalan 
(5-10 µg/ml) bereits aus, um ein Maximum der Apoptoseinduktion zu erreichen, 
welches durch Erhöhung der Dosis kaum noch zu steigern war. Diese 
Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass CD34- Zellen im Gegensatz zu 
unreifen Progenitorzellen Melphalan-Addukte in der DNA sehr effizient reparieren 
können. 
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Abb. 16: Melphalan-induzierte Apoptoseraten in CD34+ und CD34- Zellen. Zwei individuelle 
Proben (A und B) wurden für 24 h mit Melphalan behandelt und der prozentuale Anteil 
der apoptotischen Fraktionen wurde mit dem Annexin V Assay quantifiziert. Bei B) ließ 
sich in CD34- Zellen durch Melphalan keine Apoptose induzieren.   
 
 
 
2.2.3 Melphalan und Cisplatin bilden DNA-Addukte in 
Abhängigkeit der Dosis 
 
Die Quantifizierung der Zytostatika-induzierten DNA-Addukte erfolgte mit dem 
Immunzytologischen Assay (ICA) wie unter 5.2.6 beschrieben. 
CD34+ Vorläuferzellen und differenzierte CD34- Lymphozyten wurden 2 h ex  vivo 
mit Melphalan bzw. 2,5 h mit Cisplatin behandelt, anschließend gewaschen und 
für den ICA direkt auf Objektträger aufgebracht.  
Durch Erhöhung der Melphalandosis ließ sich auch die Anzahl der DNA-Addukte 
im Zellkern steigern (Abb. 17). Dies galt sowohl für unreife Vorläufer- als auch für 
reife Blutzellen. Allerdings wurden durch die gleiche Dosis in CD34+ Kernen 
höhere Adduktspiegel erzeugt als in der DNA von CD34- Zellen des gleichen 
Spenders. Das Adduktniveau war individuell verschieden, jedoch zeigten 
Vorläuferzellen in 4/4 Proben einen mindestens um 1,9fach höheren 
Adduktspiegel als differenzierte Blutzellen (Tab. 2). Dieser Unterschied war 
signifikant (p = 0,047).  
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Abb. 17: Konzentrationsabhängige Melphalan-Adduktbildung in CD34+ und CD34- Zellen 
(Probe 03#05). Zellen wurden ex vivo für 2 h gegenüber Melphalan exponiert und danach 
im ICA gefärbt.  
 
 
 
Tab. 2: Melphalan-DNA-Addukte quantifiziert mit dem ICA (relative Kernfluoreszenz)  
 
5 µg/ml Melphalan 10 mg/ml Melphalan Probe 
CD34+ CD34- CD34+ CD34- 
47#04 k.A.* k.A. 2,49 1,53 
03#05 1,46 0,84 3,22 1,85 
11#05 k.A. k.A. 2,85 1,50 
12#05 2,77 1,30 5,95 2,61 
18#05 0,77 0,25 k.A. k.A. 
Mittelwert ± SF#  1,67 ± 0,59 0,80 ± 0,30 3,63 ± 0,79 1,87 ± 0,26  
Faktor 
CD34+/CD34- 
2,09 1,89 
* k.A. = keine Angabe 
# SF = Standardfehler 
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Für die Behandlung der zwei Zellpopulationen mit Cisplatin ergab sich eine, dem 
Melphalan ähnliche, Dosisabhängigkeit der Adduktbildung. Bei 2/2 Proben zeigte 
sich ein höherer Adduktgehalt in den unreifen Progenitorzellen gegenüber CD34- 
Lymphozyten (Tab. 3).  
 
Tab. 3: Cisplatin-DNA-Addukte quantifiziert mit dem ICA (relative Kernfluoreszenz)  
 
5 µg/ml Cisplatin 20 µg/ml Cisplatin Probe 
CD34+ CD34- CD34+ CD34- 
12#05 0,46 0,12 1,41 0,63 
18#05 0,77 0,25 1,53 0,70 
Mittelwert ± SF# 0,62 ± 0,16  0,19 ± 0,07 1,47 ± 0,06 0,67 ± 0,04 
Faktor 
CD34+/CD34- 
3,26 2,19 
# SF = Standardfehler 
 
Melphalan liegt nach Exposition intrazellulär in CD34+ und CD34- Zellen in 
gleicher Konzentration vor 
Die höhere DNA-Adduktierung der primitiven Vorläuferzellen nach Melphalan-
Exposition könnte auf eine verminderte DNA-Reparaturfähigkeit für diese 
Läsionen in CD34+ Zellen hindeuten. Es ist aber auch denkbar, dass Melphalan-
Transportprozesse für die unterschiedlich ausgeprägte Zytotoxizität in CD34+ und 
CD34- Zellen eine große Rolle spielen. Mit einer sensitiven HPLC-Methode konnte 
im Labor für klinische Pharmakologie, Innere Klinik (Tumorforschung), 
Universitätsklinikum Essen der intrazelluläre Gehalt an Melphalan und dessen 
Metabolite nach einstündiger Exposition (10 µg/ml) bestimmt werden. Die Zellen 
wurden nach der Inkubation mit Melphalan mit PBS gewaschen und mittels 
Ultraschall aufgeschlossen. Die Messung erfolgte mit Hilfe einer 
Standardverdünnung an der HPLC-Anlage (Norda et al., 1999; Osterheld et al., 
1988). Für CD34+ und CD34- Zellen des gleichen Spenders konnte ein annähernd 
gleicher intrazellulärer Melphalanspiegel detektiert werden. Die unterschiedlich 
starke Adduktierung der DNA in den beiden Populationen beruht also nicht auf 
Unterschieden in der Verfügbarkeit des Zytostatikums innerhalb der Zelle.  
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2.2.4 Addukteliminierung als Indikator der DNA-Reparatur-
leistung 
 
Neben der unterschiedlichen initialen Adduktbelastung ist die Persistenz einzelner 
DNA-Addukte relevant für die zelltypspezifische Chemosensitivität. Daher wurden 
DNA-Reparaturkinetiken von CD34+ und CD34- Zellen über einen Zeitraum von 6 
bzw. 12 h nach der Exposition aufgenommen. 
An der Reparaturkinetik für Melphalan-Addukte zeigte sich deutlich, dass ein 
Adduktmaximum erst 4 h nach der Behandlung vorlag (Abb. 18A). Bei CD34+ 
Zellen lag der Adduktgehalt höher als bei vergleichbaren CD34- Zellen. Diese 
Vorläuferzellen zeigten außerdem keine Reparatur der angehäuften Addukte. 
Differenzierte Blutzellen ließen nach 6 h eine leichte Abnahme der Melphalan-
Addukte erkennen.  Direkt nach der 2,5stündigen Cisplatin-Behandlung zeigte sich 
in beiden Zellpopulationen ein Addukt-Maximum (Abb. 18B). Bei reifen Blutzellen 
folgte eine kontinuierliche Abnahme bzw. Reparatur der Addukte, während CD34+ 
Zellen von dem erhöhten Adduktniveau erst recht langsam, später nicht mehr 
herunter gelangten.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass in primitiven hämatopoetischen Vorläuferzellen 
Melphalan- wie Cisplatin-Addukte länger persistieren und in diesen Zellen 
vermehrt zur Zytotoxizität dieser Substanzen beitragen. 
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Abb. 18: Adduktkinetiken von CD34+ und CD34- Zellen. Zellen wurden mit 5 µg/ml Melphalan 
für 2 h (A) bzw. mit 20 µg/ml Cisplatin für 2,5 h (B) inkubiert. Nach Entfernung des 
Zytostatikums wurden Zellaliquots zu verschiedenen Reparaturzeitpunkten im ICA auf 
den DNA-Adduktgehalt untersucht.  
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In beiden frisch isolierten Blutzellpopulationen zeigte sich ein, im Vergleich zu 
verschiedenen lymphoiden Zelllinien (z.B. RPMI8226), sehr geringes 
Adduktniveau bei gleicher Zytostatika-Behandlung. D.h. eine Melphalan- bzw. 
Cisplatindosis von 1 µg/ml bzw. 5 µg/ml führte in Zelllinien bereits zu einer 
messbaren Adduktkonzentration in der DNA, während in Blutzellen eine Dosis von 
5 bzw. 10 µg/ml notwendig war, um Addukte über dem allgemeinen Hintergrund 
quantifizieren zu können. Durch diese technisch bedingte Empfindlichkeitsgrenze 
des ICA war eine recht hohe Dosierung der Zytostatika notwendig. Diese war über 
den Zeitraum der Inkubation von 2-2,5 h nicht toxisch aber bei der Messung von 
Reparaturkinetiken über 20 h bereits apoptoserelevant. Daher wurden die 
Kinetiken bei der geringsten möglichen Konzentration über einen Zeitraum von 
maximal 12 h aufgenommen. Dennoch zeigte sich nur eine langsame Eliminierung 
der Melphalan- bzw. Cisplatinaddukte, (Abb. 18), die in CD34+ Vorläuferzellen 
deutlich langsamer ablief als in differenzierten Blutzellen. 
 
 
2.2.5 Schnelle Bildung von reparaturinduzierten Strangbrüchen 
und schnelles Verschließen der Reparaturlücken ist für eine 
effektive DNA-Gesamtreparatur essentiell 
 
Um mit Hilfe des Comet Assays eine Aussage über die Gesamtreparaturleistung 
einer Zellpopulation machen zu können, wurden DNA-Reparaturkinetiken 
aufgezeichnet. Aufgrund der schnellen Reaktionskinetik des EtNU sind nach 
30 min Inkubationszeit DNA-Addukte bereits in reparaturinduzierte Einzelstrang-
brüche überführt worden (siehe 2.1.2). Zum Zeitpunkt t0 war also bei CD34
+ wie 
auch bei CD34- Zellen das größte Olive Tail Moment (OTM) zu messen (siehe 
5.2.7). Diese initiale Strangbruchrate (OTM, t0) gilt als erster wichtiger Parameter 
bei der Beurteilung der DNA-Reparatureffizienz (Abb. 19). Dieser Wert war unter 
den 10 untersuchten Proben individuell sehr unterschiedlich aber in allen Fällen 
bei CD34- Zellen höher als bei CD34+ Zellen des gleichen Spenders (Abb. 20; 
Tab. 4). D.h. in differenzierten Blutzellen findet ein effizienterer Einschnitt durch 
Reparaturenzyme wie APE (BER) oder XPG bzw. XPF (NER) statt (Abb. 2), so 
dass zunächst mehr Reparaturintermediate anfallen. 
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Abb. 19: DNA-Reparaturkinetiken von CD34+ und CD34- Zellen. Zellen wurden für 30 min 
gegenüber EtNU (100 µg/ml) inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung 
wurden Aliquots entnommen und im Comet Assay auf DNA-Strangbrüche untersucht. Es 
sind die zwei Parameter für die Auswertung des Assays dargestellt: die initiale 
Strangbruchrate t0 (Pfeile) und die DNA-Reparaturgeschwindigkeit (Abnahme des OTM 
pro Zeiteinheit). 
 
 
 
Als zweiter Parameter wurde die Geschwindigkeit gewählt, mit der diese 
Reparaturlücken wieder verschlossen werden. Über lange Zeit persistierende 
Strangbrüche können genau wie die DNA-Addukte zu DNA-Doppelstrangbrüchen 
und zur Apoptose der Zelle führen. Die Reparaturgeschwindigkeit wurde als 
Steigung der Reparaturkurve ermittelt und macht eine Aussage über die Abnahme 
des OTM pro Minute (Abb. 19). Eine steilere Kurve, also ein großes Olive Tail 
Moment pro Zeiteinheit, spricht für eine schnelle DNA-Religationskapazität der 
beteiligten Reparaturwege. Während das OTM zum Zeitpunkt t0 Aufschluss über 
die Leistung früher Reparaturschritte gibt, kann mit dem OTM/min die Effizienz 
später Raparaturschritte beurteilt werden. 
In differenzierten CD34- Zellen war in 9/10 Proben eine höhere Reparatur-
geschwindigkeit als in CD34+ Zellen festzustellen (Abb. 20; Tab. 4). 
Hämatopoetische Vorläuferzellen zeigen also in beiden Parametern schlechtere 
Leistungen. Eine um 1,73fach schlechtere initiale Einschnittrate sowie ein um den 
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Faktor 1,66 langsameres Verschließen der Reparaturlücken spricht für eine 
insgesamt schlechtere Reparaturfähigkeit für Alkylierungsprodukte in der DNA von 
CD34+ Zellen. 
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Abb. 20: Beurteilung der DNA-Reparaturleistung mit dem Comet Assay. Dargestellt ist die 
initiale Strangbruchrate (A) sowie die Reparaturgeschwindigkeit (B) von 10 CD34+/CD34- 
Probenpaaren. Die statistische Auswertung ist in „Box und Whisker“-Diagrammen 
gezeigt: Box = 25. und 75. Perzentlie, Whisker = 5. und 95. Perzentile. p-Werte = 
0,00032 (A) und 0,00438 (B). 
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Tab. 4: Zwei Parameter zur Analyse der DNA-Reparaturleistung quantifiziert mit dem 
Comet Assay. 
   
OTM, t0 Steigung (OTM/min) Probe 
CD34+ CD34- CD34+ CD34- 
76#03 5889 7272 41,3 43,2 
77#03 5469 10623 29,2 66,9 
78#03 4735 8681 27,2 61,8 
01#04 10174 13807 87,0 76,3 
03#04 8769 16980 67,6 118,4 
08#04 3521 7577 26,4 55,2 
34#04 4004 7448 17,9 31,7 
35#04 4678 8866 20,0 38,1 
12#05 5679 9315 4,7 28,3 
15#05 4128 7831 5,0 20,1 
Mittelwert ± SF# 5704,6 ± 679,8  9840 ± 1007,6 32,6 ± 8,3 54 ± 9,2 
Faktor 
CD34-/CD34+ 
1,73 1,66 
# SF = Standardfehler 
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2.2.6 Reparaturmodulatoren geben Aufschluss über die 
bevorzugten DNA-Reparaturwege in CD34+ und CD34- Zellen 
 
Methoxyamin reduziert die Bildung von DNA-Strangbrüchen 
Der Methylether Methoxyamin (MX) ist ein spezifischer Inhibitor der Basenexzision 
(Liu und Gerson, 2004).  Bei der Prozessierung eines DNA-Schadens über diesen 
Reparaturweg werden zunächst modifizierte Basen (z.B. ethylierte oder oxidierte 
Basen) durch DNA-Glykosylasen entfernt, so dass eine abasische bzw. Apurin-
(AP-)Stelle entsteht (Abb. 2). MX reagiert mit der offenen Ringstruktur der 
Desoxyribose, blockiert somit die AP-Stelle und verhindert die Inzision des 
betroffenen DNA-Stranges durch die AP-Endonuklease (APE, Abb. 21). Es 
werden also frühe Schritte des BER-Weges gehemmt. Dies führt zu einer 
Reduktion der über diesen Weg induzierten DNA-Strangbrüche. Es kann also eine 
Aussage über den relativen Gebrauch dieses Reparaturweges bei der 
Eliminierung von Ethyl-Addukten aus der DNA gemacht werden (Buschfort et al., 
1997; Thomale et al., 1998). 
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Abb. 21: Schematische Darstellung der Wirkung der DNA-Reparturmodulatoren 
Methoxyamin (MX) und Fludarabin (FA). 
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CD34+ sowie CD34- Zellen wurden 1 h vor und während der EtNU-Inkubationszeit 
(30 min; 100 µg/ml) mit 2 mM MX behandelt. Kontrollzellen wurden mit EtNU allein 
inkubiert. Zellen beider Differenzierungsstadien zeigten eine Reduktion der 
initialen Strangbruchrate nach MX-Behandlung, d.h. der BER-Weg war in CD34+ 
und CD34- Zellen aktiv. Der relative Anteil BER-induzierter Strangbrüche war 
jedoch individuell sehr verschieden. Gerade bei differenzierten Lymphozyten 
waren große Schwankungen in der Formation von BER-induzierten Inzisionen zu 
erkennen (1-52 %). Allerdings zeigten alle Probenpaare einen signifikant höheren 
BER-Anteil (p-Wert = 0,0077) in der primitiveren Vorläuferfraktion (Abb. 22).  
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Abb. 22: Relativer Anteil des BER-Reparaturweges an der Gesamtreparaturleistung von 
CD34+ und CD34- Zellen fünf individueller Proben. Prozentangaben geben die 
Reduktion des OTM in MX/EtNU-exponierten Zellen bezogen auf die Kontrollzellen (nur 
EtNU) an.  
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Fludarabin verhindert das Verschließen von reparaturinduzierten 
Strangbrüchen 
Nukleotid-Anlaloga wie Fludarabin (FA) werden in erster Linie von replizierenden 
Zellen während der S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingebaut. Aber auch 
DNA-Exzisions-Reparaturmechanismen (NER, BER und MMR) fördern den 
Einbau von FA in die DNA ruhender Zellen. Durch den Einsatz dieses DNA-
Reparatur-Modulators lassen sich Polimerisations- und Ligationsschritte, der 
Reparaturwege NER, MMR und lpBER, spezifisch hemmen (Abb. 2 und 21). 
Durch Kombination von FA und EtNU lassen sich Aussagen über die Beteiligung 
dieser Reparaturwege sowie die generelle Inzisionsfähigkeit der untersuchten 
Zellen über diese drei Wege machen (Buschfort-Papewalis et al., 2002; Yamauchi 
et al., 2001 und 2002). Werden Ethyl-Addukte über die DNA-Exzisions-Reparatur 
eliminiert, ist mit einer Anhäufung von DNA-Strangbrüchen zu rechnen.  
CD34+ und CD34- Zellen wurden 1 h vor und während der EtNU-Exposition mit 
1 µg/ml FA behandelt und im Comet Assay auf DNA-Strangbrüche analysiert. In 
beiden Zellfraktionen war eine Zunahme der reparaturinduzierten DNA-
Strangbrüche zu messen, d.h. die oben genannten Reparaturwege waren in 
CD34+ und CD34- Zellen aktiv. In 4/5 Proben zeigte sich in den differenzierten 
Blutzellen eine stärkere Erhöhung der Strangbruchraten nach FA-Behandlung. 
Dies könnte auf eine bessere Inzisionsfähigkeit bzw. einen verstärkten Gebrauch 
der Exzisions-Reparatur hindeuten (Abb. 23). Dieser Unterschied zwischen CD34+ 
und CD34- Zellen im Gebrauch der durch FA modulierten Reparaturwege ist 
allerdings wegen der großen individuellen Schwankungen statistisch nicht 
signifikant.   
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Abb. 23: Relativer Anteil von NER, MMR und lpBER an der Gesamtreparaturleistung von 
CD34+ und CD34- Zellen fünf individueller Proben. Prozentangaben geben die 
Zunahme des OTM in FA/EtNU-exponierten Zellen bezogen auf die Kontrollzellen (nur 
EtNU) an.  
 
 
 
2.2.7 Melphalan-induzierte DNA-Strangbrüche lassen sich mit 
dem Comet Assay messen, Cisplatin-induzierte hingegen nicht 
 
Melphalan erzeugt als bifunktionelles Alkylans reparaturinduzierte Einzelstrang-
brüche, die mit dem Comet Assay zu detektieren sind. CD34+ und CD34- Zellen 
wurden ex vivo für 2 h mit Melphalan inkubiert, direkt in Agarose gegossen und im 
Comet Assay analysiert (siehe 5.2.4 und 5.2.7).  
Die initialen Strangbruchraten waren bei den untersuchten Probenpaaren sehr 
unterschiedlich. Die individuellen Unterschiede waren deutlich größer, als nach 
EtNU-Exposition. Einige Proben zeigten in CD34+ sowie CD34- Zellen sehr kleine 
Kometen (OTM = 1000), andere sehr große (OTM = 13000) (Tab. 5). Bei einer 
Dosis von 10 µg/ml Melphalan zeigten 3/5 Proben, bei 20 µg/ml 4/5 Proben in der 
CD34- Fraktion ein größeres OTM als in der korrespondierenden CD34+ Fraktion.  
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Gerade bei höheren Melphalankonzentrationen ist eine Tendenz zu einer 
effektiveren Inzision in den differenzierten Blutzellen gegenüber CD34+ 
Vorläuferzellen zu erkennen. Diese Tendenz ist allerdings statistisch nicht 
signifikant. 
 
 
Tab. 5: Melphalan-induzierte DNA-Einzelstrangbrüche (Olive Tail Moment) quantifiziert mit 
dem Comet Assay 
 
10 µg/ml Melphalan 20 µg/ml Melphalan Probe 
CD34+ CD34- CD34+ CD34- 
11#04 5382 4080 4603 7230 
12#04 1067 2888 1205 3898 
32#04 7945 5712 k.A. k.A. 
48#04 11033 13509 11746 12379 
03#05 k.A.* k.A. 933 1233 
12#05 8201 10401 k.A. k.A. 
11#05 k.A. k.A. 4469 4278 
Mittelwert ± SF# 6726 ± 1674 7318 ± 2007 4591 ± 1950 5804 ± 1899  
Faktor  
CD34-/CD34+ 
1,1 1,3 
* k.A. = keine Angabe 
# SF = Standardfehler 
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Melphalan wurde zur Messung der reparaturinduzierten Strangbrüche eingesetzt, 
um einen Bezug zu den Melphalan-Adduktkinetiken herzustellen. Nach Melphalan-
Exposition der CD34+ und CD34- Zellen zeigten sich sehr variable initiale 
Strangbruchraten und keine Reduktion der Strangbrüche mit der Zeit (6 h). Dies 
kann auf die Natur dieses Alkylans zurückgeführt werden. Melphalan bildet mit der 
DNA zunächst Monoaddukte, die von DNA-Exzisions-Reparaturenzymen beseitigt 
werden. Es entstehen messbare Einzelstrangbrüche. Diese Monoaddukte 
reagieren später weiter zu inter- und intrastrang-Quervernetzungen, die im Comet 
Assay eine Verminderung der Mobilität der DNA-Moleküle zur Folge haben. Es 
stellt sich ein Gleichgewicht zwischen reparaturinduzierten DNA-Einschnitten und 
Ausbildung von DNA-Verknüpfungen aus, somit waren im Comet Assay über 
einen langen Zeitraum die gleichen (zum Teil geringen) Strangbruchraten zu 
messen. Es ist also nicht möglich mit diesem Assay genaue Aussagen über die 
tatsächliche DNA-Reparaturleistung einer Zelle nach Melphalan-Exposition zu 
machen. 
Analog wurden die Zellen auch nach Cisplatin-Behandlung im Comet Assay auf 
reparaturinduzierte Strangbrüche analysiert. In beiden Zellpopulationen (CD34+ 
und CD34-) waren unter Standardbedingungen keine DNA-Strangbrüche zu 
messen. Die Fähigkeit dieses Zytostatikums Quervernetzungen in der DNA 
auszubilden überlagerte vermutlich die reparaturinduzierten DNA-Einschnitte. Eine 
Methode mit der Cisplatin-Quervernetzungen quantifiziert werden könnten wäre 
die UV-Bestrahlung der zuvor mit Cisplatin behandelten und in Agarose 
gegossenen Zellen. In unbehandelten Kontrollen könnte so eine große Anzahl UV-
induzierter DNA-Strangbrüche detektiert werden. In Cisplatin-exponierten Zellen 
würde sich, aufgrund der DNA-Vernetzungen, ein geringeres OTM messen lassen, 
welches nach einer gewissen Reparaturzeit wieder ansteigt. Die Steigung dieser 
Reparaturgeraden deutet dann auf die Reparaturfähikeit für DNA-
Quervernetzungen hin. 
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2.2.8 Expressionsprofile zeigen ein differenzierungsspezifisches 
Muster  
 
Wie funktionell bereits bestätigt, bestehen zwischen hämatopoetischen 
Vorläuferzellen und differnzierten Blutzellen deutliche Unterschiede in ihrer 
Chemosensitivität und in ihrem DNA-Reperaturverhalten nach Exposition 
gegenüber verschiedenen zytotoxischen Substanzen. Analysen mit verschiedenen 
Reparaturmodulatoren konnten Aufschluss über den Gebrauch einzelner 
Reparaturwege bei der Eliminierung von Ethyladdukten aus der DNA geben. 
Zusammenfassend kann noch einmal betont werden, dass CD34+ Vorläuferzellen 
ein Defizit in ihrer Gesamtreparaturkapazität aufweisen, welches sich in einer 
erhöhten Chemosensitivität widerspiegelt. 
Mit den bereits angewandten funktionellen Methoden lässt sich nicht abschließend 
klären worauf dieses Reparaturdefizit beruht. Eine Zelle besitzt sehr viele 
Möglichkeiten der Regulation einzelner DNA-Reparaturwege. So ist 
möglicherweise eine transkriptionelle Regulation wie aber auch eine post-
translationale Regulation durch Modifikation der Genprodukte denkbar. Des 
Weiteren könnten auch die intrazelluläre bzw. intranukleäre Lokalisation von 
Schlüsselenzymen (Gill, 2004; Jefford et al., 2004)  sowie der Ubiquitin-gesteuerte 
Proteinabbau (Krogan et al., 2004; Rechsteiner und Hill, 2005; Ustrell et al., 2002) 
einen entscheidenden regulatorischen Einfluss auf die Effizienz der DNA-
Reparaturwege haben. 
Um einen ersten Einblick in das regulatorische DNA-Reparatur-Netzwerk 
hämatopoetischer Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien zu erhalten, 
wurde die Methode der Expressionsanalyse gewählt. Aus sieben individuellen 
Nabelschnurblutproben wurden CD34+ von CD34- Zellen getrennt, wobei eine 
Reinheit der Fraktion von mindestens 85 % gefordert wurde (siehe 5.2.1). Der 
experimentelle Ablauf der Probenaufbereitung und der Hybridisierung an 
Mikroarrays (Affymetrix HG-U133A) ist schematisch in Abb. 7 dargestellt. 
Der erste Schritt der Datenauswertung bei den Mikroarray Experimenten war die 
Einordnung der Expressionssignale in ein hierarchisches Cluster. Hierzu wurde 
das PC-Programm „Spotfire DecisionSite for Functional Genomics 8.1“ verwendet. 
Signale einzelner Probesets wurden auf die mittlere Signalstärke aller zu 
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vergleichenden Arrays normalisiert und logarithmiert. Das Programm kalkulierte 
das Cluster auf der Basis der Korrelation als Maß für Ähnlichkeit (siehe 5.2.11). 
In Abb. 24 ist ein hierarchisches Cluster dargestellt, in dem alle Gene des HG-
U133A Arrays einbezogen wurden (ca. 22000 Probesets). Es ist eine deutliche 
Trennung der zwei Differenzierungsstadien CD34+ und CD34- zu erkennen 
(Abb. 24A). D.h. die Population der Vorläuferzellen unterscheidet sich von 
differenzierten Blutzellen stärker, als die einzelnen CD34+ bzw. CD34- Proben 
untereinander. Deutlicher wird dieser Unterschied, wenn nicht zuverlässig 
gemessene Probesets aus der Auswertung ausgeschlossen werden, d.h. das 
Kriterium für die Auswertung ist eine P-Detektion in mindestens 30 % der CD34+ 
oder CD34- Proben (Abb. 24B; siehe 5.2.9). In Abb. 24C sind 6428 Probesets zu 
finden, die in Vorläufer- und differenzierten Zellen mindestens um den Faktor 1,5 
differentiell exprimiert sind, wobei 3638 Probesets (57 %) in CD34+ Zellen 
hochreguliert und 2790 Probesets (43 %) runterreguliert werden.  
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Abb. 24: Hierarchische Clusteranalyse von je 7 CD34+ und CD34- Nabelschnurblutproben. 
Expressionssignale wurden auf die mittlere Signalintensität normalisiert, logarithmiert und 
die Verhältnisse wurden der Clusteranalyse unterworfen. Die relative Expression wird 
durch die Farbe ausgedrückt: Gene, die deutlich höher exprimiert sind als der Mittelwert 
sind rot (> 4fach) und solche, die niedriger exprimiert sind, werden grün dargestellt (< 
4fach). Der Mittelwert der Expression erscheint schwarz. A) Cluster von 22215 Probesets 
des gesamten Arrays. B) Cluster von 12482 Probesets (Kriterium: P in mindestens 30 % 
der CD34+ oder CD34- Proben). C) Cluster von 6428 Probesets (Kriterium B und 
zusätzlich: Expressionsunterschied größer 1,5fach).   
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Im Folgenden sollte aber der Fokus auf ca. 800 Genen liegen, die im weitesten 
Sinne an der Prozessierung von DNA-Schäden beteiligt sind. Hierzu gehören 
neben den „klassischen“ DNA-Reparaturgenen auch Apoptose- und 
Zellzyklusgene aber auch Gene, die nicht direkt an der DNA-Reparatur beteiligt 
sind, sondern vielmehr an der Schadenserkennung und der Signaltransduktion. 
Mit dem oben genannten Kriterium (P > 30 % in CD34+ oder CD34-) ließen sich 
Transkripte von 633/803 (79 %) Genen detektieren; darunter 254/330 
Apoptosegene, 296/366 Zellzyklusgene sowie 153/189 Reparaturgene. Einige 
Gene konnten mehr als einer Gruppe zugeordnet werden. 
Diese 633 zuverlässig messbaren Gene wurden dem hierarchischen Clustering 
unterworfen. In diesem Cluster zeigte sich die gleiche Auftrennung der Proben in 
Vorläuferzellen und reife Blutzellen wie bei der Analyse des gesamten Arrays. Das 
gleiche Bild ergab sich im Cluster der Reparatur-, Apoptose- und Zellzyklusgene. 
Demnach dominiert auch hier die differenzierungsspezifische Regulation über den 
individuellen Schwankungen der Genexpression innerhalb einer Zellfraktion 
(Abb. 25).  
Um die Expressionsniveaus in den beiden Zellpopulationen zu vergleichen, wurde 
der SLR (Signal Log Ratio)-Algorithmus angewandt. Er schätzt die Richtung und 
die Höhe der Expressionsunterschiede beim Vergleich von zwei Arrays ein und 
wird als Logarithmus zur Basis zwei ausgedrückt. Bei der Berechnung des SLR 
wurde außerdem ein p-Wert berechnet, der die Signifikanz der 
Expressionsunterschiede verdeutlicht. In die folgende Auswertung gelangten nur 
Gene die in mindestens vier von sieben Probenvergleichen einen p-Wert kleiner 
als 0,005 bzw. größer als 0,995 aufwiesen.  
Von den 633 detektierbaren DNA-Reparatur-Assoziierten Genen unterlagen 291 
(46 %) diesem Kriterium, wobei mehr als die Hälfte (175 Gene, 60 %) höhere 
mRNA-Spiegel in CD34+ Zellen aufwiesen. 
Bei genauerer Betrachtung der Reparaturgene wurde deutlich, dass die Mehrheit 
dieser Gene in der Progenitorfraktion gegenüber der Fraktion der differenzierten 
Blutzellen hochreguliert ist (durchschnittlicher Regulationsfaktor: 2,6). Von 153 
zuverlässig messbaren DNA-Reparaturgenen waren 58 in CD34+ Zellen signifikant 
hochreguliert, wohingegen nur 10 Gene signifikant höhere Transkriptmengen in 
CD34- Zellen aufwiesen.  
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Abb. 25: Hierarchische Clusteranalyse von je 7 CD34+ und CD34- Nabelschnurblutproben. 
Expressionssignale wurden auf die mittlere Signalintensität normalisiert, logarithmiert und 
die Verhältnisse wurden der Clusteranalyse unterworfen. Farbverteilung siehe Abb. 24.  
A) Cluster von 633 DNA-Reparatur-Assoziierten Genen, B) 153 DNA-Reparaturgenen, C) 
254 Apoptosegenen, D) 296 Zellzyklusgenen. Kriterium für alle: P in mindestens 30 % 
der CD34+ oder CD34- Proben. 
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Wird nun der Fokus auf 97 Gene gelegt, die zu den vier wichtigsten DNA-
Reparaturwegen gehören, so waren 37 von 83 detektierbaren Genen differentiell 
exprimiert: 10/28 im BER-, 13/38 im NER-, 7/16 im MMR- und 12/33 im DSBR-
Weg (Abb. 26). Auf dieser Ebene wird sehr deutlich, dass nur zwei Gene in den 
Progenitorzellen herunterreguliert wurden. ATM und RAD23A sind im DSBR- bzw. 
im NER-Weg an der Schadenserkennung beteiligt und stellen wichtige 
Regulatoren für diese Reparaturwege dar (siehe 3.3). 
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Abb. 26: Signifikant differentiell exprimierte Gene der vier wichtigsten Reparaturwege in 7 
CD34+/CD34- Probenvergleichen. Dargestellt sind die SLR-(Signal Log Ratio-)Werte 
von 37 differentiell exprimierten Genen der wichtigsten DNA-Reparaturwege: A) Basen-
Exzisions-Reparatur (BER), B) Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER), C) Mismatch-
Reparatur (MMR) und D) Doppelstrangbruch-Reparatur (DSBR). Weiße Balken zeigen 
die SLR-Werte von individuellen CD34+/CD34- Probenvergleichen des gleichen 
Spenders. Schwarze Balken geben die mittlere SLR der 7 Proben an. Kriterium für eine 
signifikante Regulation der Expression ist ein p-Wert < 0,005 oder > 0,995 in mindestens 
4/7 Probenpaaren.   
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Bei der Betrachtung der Apoptosegene zeigte sich, dass in Progenitorzellen 29 
von 48 pro-apoptotischen Genen hochreguliert waren (60 %), wohingegen die 
Mehrheit der anti-apoptotischen Gene (20/24; 83 %) ein höheres Expressions-
niveau in den differenzierten Blutzellen aufwiesen (Abb. 27). Dies könnte die 
höhere Chemosensitivität und das schnellere apoptotische Ansprechen der CD34+ 
Zellen gegenüber den CD34- Zellen erklären (siehe 2.2.2). 
 
 
Keine unmittelbare transkriptionelle Antwort auf EtNU-Exposition 
Es konnte an verschiedenen humanen Zelllinien gezeigt werden, dass die 
Exposition gegenüber DNA-schädigenden Agenzien eine Veränderung im 
Expressionsprofil hervorrufen kann (Rieger und Chu, 2004). Um zu untersuchen, 
ob die funktionell unterschiedliche DNA-Reparaturkapazität in exponierten CD34+ 
und CD34- Zellen von schneller zelltypspezifischer transkriptioneller Regulation 
herrührt, wurden Expressionsprofile der DNA-Reparatur-Assoziierten Gene von 
EtNU-behandelten CD34+ und CD34- Zellen mit denen von unbehandelten Zellen 
des gleichen Spenders verglichen.  
Es konnten in beiden Differenzierungsstadien keine großen Expressions-
unterschiede nach initialer DNA-Schädigung (2 h nach EtNU-Exposition) 
festgestellt werden (Abb. 28A,B). Die hervorgerufenen Unterschiede waren 
wesentlich geringer, als die differenzierungsspezifischen Veränderungen im 
Expressionsprofil der betrachteten Zellpopulationen (Abb. 28C).   
 
2. Ergebnisse  57 
TP53
TNFSF10
TNFSF6
TNFRSF25
TIA1
STK17B
STK17A
STK3
SMAC
SIVA
PRSS25
PDCD8
PDCD5
PDCD4
PDCD2
PAWR
P2RX1
MPO
LGALS1
GZMH
GZMB
GZMA
GRIM19
FAF1
EI24
EDAR
EBAG9
DPF2
DFFB
DFFA
DEFCAP
DAPK1
DAP3
CUL5
CIAS1
CFLAR
CARD15
CASP8AP2
CASP8
CASP6
CASP4
CASP3
CASP1
BNIP3L
BCLG
BCL2L11
BCAP31
ACINUS
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
  
 
SLR CD34
+
/CD34
-
TOSO
TNFRSF10C
TNFRSF7
TNFRSF6
TNFRSF5
TNFAIP3
TIAF1
TEGT
SNCA
SGK
SERPINB2
MCL1
MALT1
IL10
IER3
GG2-1
BIRC3
BIRC2
BCL2L1
BCL2A1
BAG5
BAG1
AVEN
AATF
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
 
 
SLR CD34
+
/CD34
-
A          pro-apoptotische Gene
B          anti-apoptotische Gene
  
 
 
 
Abb. 27: Signifikant differentiell exprimierte Apoptosegene. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
SLR-Werte aus 7 CD34+/CD34- Vergleichen der pro-apoptotischen (A) und anti-
apoptotischen Gene (B). 
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Abb. 28: Verteilungsdiagramme der Signalintensitäten der Probe 62#03. Aufgetragen sind die 
absoluten Signalintensitäten der DNA-Reparatur-Assoziierten Gene aus den Mikroarray 
Analysen (logarithmische Skalierung; Bestimmung der Signalintensitäten siehe 5.2.9). A) 
und B) stellen den Vergleich von EtNU-behandelten Zellen und Kontrollzellen von CD34+ 
und CD34- Proben des gleichen Spenders dar. In C) ist der differenzierungsspezifische 
Unterschied von CD34+ und CD34- Zellen gezeigt. Gelbe Qadrate zeigen Probesets, die 
mit einem P, rote Quadrate zeigen Probesets, die mit einem A detektiert wurden. Blaue 
Quadrate (Probesets) weisen auf eine marginale Detektierbarkeit hin.      
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2.2.9 Bestätigung der Mikroarray-Daten für den Vergleich von 
CD34+ und CD34- Zellen mit der RT-PCR-Methode 
 
 Zur Bestätigung der Expressionsdaten, die mit Hilfe der Mikroarray-Technologie 
erstellt worden sind, wurde die „Real Time“-PCR (RT-PCR) verwendet. Die 
Mikroarray Analyse beruht auf der Hybridisierung von RNA an Zielsequenzen auf 
einem Trägerchip, während die RT-PCR-Technologie auf dem Verfahren der 
Nukleinsäureamplifikation beruht und somit eine unabhängige Methode zur 
Expressionsanalyse darstellt. 
Transkripte der Gene ATM, RAD23 und RAD50 sowie der endogenen GAPDH-
Kontrolle sollten quantifiziert werden. Hierzu wurden gleiche Mengen 
Ausgangsmaterial (5 ng Gesamt-RNA) von fünf CD34+/CD34- Probenpaaren 
eingesetzt. Die RT-PCR wurde wie unter 5.2.12 beschrieben durchgeführt. Zur 
Auswertung der Daten wurden folgende Parameter herangezogen: der CT-Wert 
(„threshold cycle“) beschreibt die Anzahl der PCR-Zyklen, die notwendig sind, um 
ein Fluoreszenzsignal über dem allgemeinen Hintergrund zu erhalten. Der ∆CT-
Wert lässt sich aus der Differenz der CT-Werte der endogenen Kontrolle (GAPDH) 
und des zu analysierenden Zielgens (z.B. ATM) bestimmen (Abb. 29). Der ∆∆CT-
Wert beschreibt die Differenz der ∆CT-Werte von zwei zu vergleichenden Proben 
(CD34+ und CD34- Zellen).  
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Abb. 29: Schema der RT-PCR Datenanalyse. Dargestellt sind Amplifikationsskurven von CD34+ 
und CD34- Proben für die Transkripte GAPDH und ATM. Die Differenz der PCR-Zyklen 
zwischen GAPDH- und ATM-Detektion ist als ∆CT für beide Zellfraktionen ausgedrückt. 
Der ∆∆CT-Wert beschreibt den Unterschied der beiden Zellfraktionen untereinander und 
kann mit der SLR verglichen werden. 
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Dieser ∆∆CT-Wert stellt die SLR (Signal Log Ratio) für die RT-PCR Analysen dar 
und kann mit den SLR-Daten aus den Mikroarray Analysen verglichen werden 
(Tab. 6). Für die drei untersuchten Transkripte ergab sich für beide 
Analysemethoden in allen fünf CD34+/CD34- Vergleichen die gleiche 
Expressionsrichtung. Die Schwankungen der absoluten Werte können mit der 
höheren Empfindlichkeit der RT-PCR-Methode gegenüber der Mikroarray-
Technologie erklärt werden. Die PCR könnte hier die zuverlässigeren Ergebnisse 
liefern, die Anzahl der zu detektierenden Sequenzen in einem Experiment ist 
allerdings deutlich eingeschränkt.    
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Tab. 6: Vergleich der Expressionsunterschiede zwischen CD34+ und CD34- Zellen, ermittelt 
mit Hilfe von Mikroarrays und der RT-PCR für die Transkripte ATM, RAD23A und RAD50. 
 
Transkript Probe Array 
SLR (CD34+/CD34-) 
RT-PCR 
SLR (CD34+/CD34-) 
ATM 08#03 -1,4 -1,2 
 10#03 -2,6 -2,2 
 13#03 nicht differentiell 
exprimiert 
-2,0 
 20#03 -1,8 -1,4 
 62#03 -1,2 -1,7 
 Mittelwert -1,8 -1,7 
 
RAD23A 08#03 -1,3 -2,9 
 10#03 -2,4 -2,5 
 13#03 -1,2 -2,3 
 20#03 -1,6 -0,6 
 62#03 -1,7 -2,1 
 Mittelwert -1,6 -2,1 
 
RAD50 08#03 nicht differentiell 
exprimiert 
0,5 
 10#03 1,1 0,6 
 13#03 1,4 0,3 
 20#03 0,8 1,2 
 62#03 1,6 0,3 
 Mittelwert 1,2 0,6 
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2.3 Die funktionelle DNA-Reparaturleistung und die 
transkriptionelle Regulation des DNA-Reparatur-Netzwerkes von 
primitiven CD34+38- Stamm- und CD34+38+ Vorläuferzellen 
 
2.3.1 Isolierung von primären CD34+38- Stammzellen   
 
Um einen Einblick in die Regulation der DNA-Reparaturfunktionen über die 
gesamte hämatopoetische Differenzierung zu erhalten, war es notwendig neben 
reifen Lymphozyten und Vorläuferzellen eine sehr primitive Stammzellfraktion zu 
untersuchen. Unter den CD34+ angereicherten Zellen befindet sich eine sehr 
kleine Population (etwa 1 %) früher Stammzellen, die durch das Fehlen des 
Oberflächenantigens CD38 charakterisiert sind (Belvedere et al., 1999; Hao et al., 
1995; Novelli et al., 1998). Diese Zellen ließen sich durchflusszytometrisch von 
CD34+38+ Zellen trennen (Abb. 30; siehe 5.2.1). Die Reinheit der CD34+38- sowie 
der CD34+38+ Zellen betrug 82 bzw. 99 %. 
 
 
2.3.2 Stammzellen zeigen einen effektiveren DNA-Reparatur-
phänotyp als Vorläuferzellen 
 
Die Etablierung eines Mikro-Comet Assays machte es möglich, auch mit sehr 
wenig Zellmaterial Aussagen über die individuellen DNA-Reparaturleistungen von 
Stammzellen zu machen (siehe 2.1.2 und 5.2.7). Nach der durchfluss-
zytometrischen Sortierung konnten zwischen 5000 und 20000 CD34+38- Zellen für 
den Comet Assay eingesetzt werden. Die sortierten Fraktionen wurden gegenüber 
EtNU exponiert und es konnten DNA-Reparaturkinetiken aufgezeichnet werden 
(siehe 2.2.5). An den individuellen Verläufen der Kinetiken zeigte sich ein 
deutlicher Unterschied in der Prozessierung von EtNU-induzierten DNA-Schäden 
in CD34+38- und CD34+38- Zellen des gleichen Spenders (Abb. 31). Bei der 
Auswertung der unter 2.2.5 definierten Parameter ergab sich für 5/5 Proben eine 
signifikant gesteigerte Inzisionseffizienz in der Stammzellfraktion (p-Wert = 
0,0226) sowie eine schnellere Religation der Reparaturlücken (p-Wert = 0,0218; 
Abb. 32; Tab. 7). Demnach zeigten CD34+38- Stammzellen einen ähnlichen 
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Reparaturphänotyp für Ethyl-Addukte wie differenzierte CD34- Lymphozyten. 
Beide Zellpopulationen waren den Vorläuferzellen überlegen. 
 
 
Zellgröße (FSC)
G
ra
n
u
la
ri
tä
t
(S
S
C
)
CD38-R-PE
C
D
3
4
-F
IT
C
CD38-R-PE
Z
e
llz
a
h
l
A
B
C
G
ra
n
u
la
ri
tä
t
(S
S
C
)
C
D
3
4
-F
IT
C
Z
e
llz
a
h
l
G
ra
n
u
la
ri
tä
t
(S
S
C
)
C
D
3
4
-F
IT
C
Z
e
llz
a
h
l
 
 
Abb. 30: FACS-Digramme zur Sortierung der CD34+38- und CD34+38+ Zellfraktionen. In den 
Diagrammen auf der linken Seite sind die „Lymphozytengates“ dargestellt, welche 
lebende lymphoide Zellen umfassen. In der Mitte sind die „Sortierungsgates“ gezeigt: 
links liegen CD34+38- Zellen, rechts liegen CD34+38+ Zellen. Die Histogramme auf der 
rechten Seite stellen die Anzahl der Zellen und die Stärke der CD38-Expression in den 
sortierten Zellpopulationen dar.  A) zeigt die Sortierung, B und C zeigen die Reanalysen 
der sortierten Fraktionen.  
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Abb. 31: Zwei individuelle DNA-Reparaturkinetiken von CD34+38- und CD34+38+ Zellen. 
Zellen wurden 30 min gegenüber EtNU inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 
Behandlung wurden Aliquots entnommen und im Comet Assay auf Einzelstrangbrüche 
untersucht. 
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Abb. 32: Beurteilung der DNA-Reparaturleistung mit dem Comet Assay bei Stamm- und 
Vorläuferzellen. Dargestellt ist die initiale Strangbruchrate (A), sowie die 
Reparaturgeschwindigkeit (B) von 5 CD34+38-/CD34+38+ Probenpaaren. Die statistische 
Auswertung ist in „Box und Whisker“-Diagrammen gezeigt. Box = 25. und 75. Perzentile, 
Whisker = 5. und 95. Perzentile. p-Werte = 0,0226 (A) und 0,0218 (B). 
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Tab. 7: Zwei Parameter zur Analyse der Reparaturleistung quantifiziert mit dem Comet 
Assay 
 
OTM, t0 Steigung (OTM/min) Probe 
CD34+38- CD34+38+ CD34+38- CD34+38+ 
79#03 4943 3068 30,3 17,2 
04#04 3891 1998 30,4 14,6 
23#04 11142 7117 71,2 37,2 
46#04 1246 888 8,6 4 
49#04 4681 2147 32,3 10,6 
Mittelwert ± SF# 5181 ± 1628  3044 ± 1076 34,6 ± 10,1 16,7 ± 5,6 
Faktor 
CD34+38- /CD34+38+ 
1,7 2,1 
# SF = Standardfehler 
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2.3.3 Die Expressionsprofile von Stamm-, Vorläuferzellen und 
differenzierten Blutzellen zeigen differenzierungsspezifische 
Unterschiede 
 
Die Analyse der Prozessierung von Alkylierungsschäden in der DNA von 
primitiven Stamm- und Progenitorzellen des gleichen Spenders zeigte eine 
effektivere Reparaturkapazität in der CD34+38- Fraktion. Auf funktioneller Ebene 
waren diese frühen Zellen also eher mit differenzierten Blutzellen zu vergleichen. 
Um ebenfalls einen Einblick in die transkriptionelle Regulation dieser Zellen zu 
erhalten, wurde die Gesamt-RNA von vier sortierten CD34+38-, CD34+38+ und 
CD34- Zellfraktionen der gleichen Spender isoliert, zusammengefasst und für die 
Hybridisierung an Affymetrix HG-U133A Arrays eingesetzt. Das Zusammenfassen 
von vier Proben war im Falle der sehr kleinen Stammzellpopulation notwendig. Um 
diese mit den zwei reiferen Blutzellfraktionen vergleichen zu können, wurde hier 
ebenfalls die RNA der gleichen Spender eingesetzt. 
Die Arrays wurden analog zu 5.2.9, 5.2.11 und 2.2.8 hybridisiert und ausgewertet. 
Die Signalintensitäten der Probesets wurden normalisiert und der hierarchischen 
Clusteranalyse unterworfen. Da in diese Analyse nur drei Arrays eingeschlossen 
wurden, konnte das Cluster nur eine Aussage über die Ähnlichkeit der drei 
Differenzierungsstadien untereinander liefern (Abb. 33A). Deutlich wurde, dass 
sich die Expressionsprofile der DNA-Reparaturgene von CD34+38- und CD34+38+ 
Zellen ähnlicher waren, als diejenigen von Stamm- bzw. Vorläuferzellen und 
differenzierten CD34- Zellen. Dies konnte dem Dendrogramm des Clusters 
(Abb. 33A) sowie den Verteilungsdiagrammen (Abb. 33B-D) entnommen werden. 
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Abb. 33: Hierarchische Clusteranalyse und Verteilungsdiagramme der drei 
hämatopoetischen Differenzierungsstadien. Gesamt-RNA von je vier CD34+38-, 
CD34+38+ und CD34- Proben wurde zusammengefasst und im Mikroarray Experiment 
analysiert. A) Die Clusteranalyse erfolgte analog zu 2.2.8. Farbverteilung siehe Abb. 24. 
Kriterium für die Auswertung: mindestens 1 P („Present“) in einer der drei Zellfraktionen. 
Das Cluster umfasst 180 DNA-Reparatur Probesets. B)-D) In den Verteilungs-
diagrammen sind die absoluten Signalintensitäten der Array-Auswertungen der drei 
Zellfraktionen gegeneinander aufgetragen (logarithmische Skalierung). Farbverteilung 
siehe Abb. 28.     
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Von 803 DNA-Reparatur-Assoziierten Genen waren 157 (20 %) zwischen Stamm- 
und Progenitorzellen differentiell reguliert. Bei diesem Vergleich galt mindestens 
eine P-(„Present“) Detektion in der CD34+38- oder CD34+38+ Fraktion als Kriterium 
für die Detektierbarkeit. Signifikant differentiell exprimierte Gene wiesen einen p-
Wert von < 0,005 bzw. > 0,995 auf (siehe 2.2.8).  
Mit Fokus auf die 189 DNA-Reparaturgene, waren 47 (25 %) unterschiedlich 
exprimiert. Bei Betrachtung der 97 Gene, die zu den Hauptreparaturwegen der 
Zelle gehören wurde deutlich, dass 16 Gene in der Vorläuferzellfraktion 
hochreguliert, aber nur drei Gene gegenüber der Stammzellfraktion runterreguliert 
wurden (Abb. 34). In den CD34+38- Zellen höher exprimiert waren die Gene 
CCNH, RAD21 und ATM.  
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Abb. 34: Signifikant differentiell exprimierte Gene der vier wichtigsten Reparaturwege in 
CD34+38- und CD34+38+ Zellen. Dargestellt sind die SLR-Werte von 19 differentiell 
exprimierten Genen von BER, NER, MMR und DSBR (siehe Abb. 26).  
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Bei Betrachtung der Apoptosegene zeigte sich eine Hochregulation von 13/21 pro-
apoptotischen Genen (62 %) in den Vorläuferzellen. Die Mehrzahl der anti-
apoptotischen Gene (10/15, 67 %) war hingegen in der Stammzellfraktion 
hochreguliert (Abb. 35). Zusammenfassend zeigten also CD34+38+ eine höheres 
Expressionsniveau für pro-apoptotische Gene, wie einen niedrigeren 
Transkriptspiegel der anti-apoptotischen Gene im Vergleich zu Stammzellen und 
differenzierten Blutzellen. 
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Abb. 35: Signifikant differentiell exprimierte Apoptosegene in Stamm- und Vorläuferzellen 
(siehe Abb. 27). 
 
 
 
2.3.4 Bestätigung der Mikroarray-Daten für den Vergleich von 
CD34+38+ und CD34+38- Zellen mit der RT-PCR-Methode 
 
Auch für den Expressionsvergleich von Stamm- und Vorläuferzellen wurden zwei 
unabhängige Methoden genutzt: die Mikroarray Analyse und die RT-PCR. Die 
Durchführung der RT-PCR und die Auswertung der Daten erfolgte analog zu 
5.2.12 und 2.2.9. Aufgrund der geringen Zellzahlen in der CD34+38- Fraktion war 
es für die Mikroarray Analyse notwendig die Gesamt-RNA von vier unabhängigen 
Nabelschnurblutproben zusammenzufassen. Da die gesamte Menge isolierter 
RNA für die Mikroarray Analysen eingesetzt wurde, stand kein Material für die RT-
PCR-Bestätigung zur Verfügung. Da aber für diese Methode der 
Expressionsanalyse sehr geringe Mengen Ausgangsmaterial ausreichten (5 ng 
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Gesamt-RNA), konnte die RNA aus drei neuen, individuellen Proben isoliert und 
amplifiziert werden. Die Expressionsdaten wichen aufgrund der unterschiedlichen 
Herkunft der RNA zum Teil deutlich voneinander ab. Nur für das Transkript ATM 
konnte die Richtung der transkriptionellen Regulation bestätigt werden.  
 
Tab. 8: Vergleich der Expressionsunterschiede zwischen CD34+38- und CD34+38+ Zellen, 
ermittelt mit Hilfe von Mikroarrays und der RT-PCR für die Transkripte ATM, RAD23A und 
RAD50. 
 
Transkript Probe Array 
SLR (CD34+38+/ 
CD34+38-) 
Probe RT-PCR 
SLR (CD34+38+/ 
CD34+38-) 
ATM Pool aus 
vier Proben 
-0,3 1 
 
-1,8 
   2 -0,8 
   3 -2,2 
   Mittelwert -1,6 
 
RAD23A Pool aus 
vier Proben 
nicht differentiell 
exprimiert 
1 
 
-1,3 
   2 -0,5 
   3 -1,5 
   Mittelwert -1,1 
 
RAD50 Pool aus 
vier Proben 
0,5 1 
 
-1,1 
   2 -0,2 
   3 -1,8 
   Mittelwert -1,0 
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2.4 Einfluss des Zellzyklus auf die Chemosensitivität und das 
Reparaturverhalten von CD34+ Zellen 
 
Die funktionelle und transkriptionelle Analyse der drei Differenzierungsstadien 
CD34+CD38-, CD34+ und CD34- zeigte eine deutlich verminderte DNA-
Reparaturkapazität verbunden mit einer erhöhten Chemosensitivität in den CD34+ 
Progenitorzellen. Die meisten Reparaturgene wiesen jedoch in dieser Zellfraktion 
das höchste Expressionsniveau auf. Es wurde also eine antagonistische 
Regulation von Reparaturfunktionen und der Expression der DNA-Reparaturgene 
entlang der hämatopoetischen Differenzierung deutlich (Abb. 43).  
Im komplexen DNA-Reparatur-Netzwerk (Abb. 4) sollte nun untersucht werden, 
welche Bedeutungen die individuelle Reparaturkapazität und das 
Replikationsverhalten einer definierten Zellpopulation für ihre Chemosensitivität 
haben.  
 
 
2.4.1 Melphalan und Cisplatin wirken auf proliferierende CD34+ 
Zellen besonders zytotoxisch 
 
Die Bestimmung der induzierten Apoptose nach Melphalan- und Cisplatin-
behandlung ergab eine deutlich stärkere apoptotische Antwort in der CD34+ 
Fraktion als in differenzierten CD34- Zellen (siehe 2.2.2). Im Folgenden sollte nun 
untersucht werden, ob CD34+ Zellen aufgrund eines proliferationsaktiven Anteils in 
der isolierten Population, anfälliger gegenüber diesen Zytostatika sind. 
Ex vivo stimulierte CD34+ Zellen (siehe 5.2.3) wurden aufgrund ihres 
induzierbaren Apoptoseverhaltens mit unstimulierten CD34+ Zellen verglichen. Die 
Analyse der apoptotischen Fraktionen erfolgte analog zu 5.2.5 und 2.2.2.  
Es zeigte sich eine bis zu 4fach (10 µg/ml Melphalan) bzw. 9fach (20 µg/ml 
Cisplatin) höhere induzierte Apoptoserate in den stimulierten Zellen (Abb. 36). 
Diese erhöhte Chemosensitivität der proliferationsaktiven Zellfraktion deutet 
möglicherweise auf eine verminderte DNA-Reparaturleistung gegenüber ruhenden 
Zellen hin. Im Folgenden sollten nun replizierende und ruhende CD34+ Zellen 
separat auf ihr Reparaturverhalten untersucht werden. 
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Abb. 36: Cisplatin- (A) und Melphalan- (B) induzierte Apoptoseraten in CD34+ und CD34+ stim. 
Zellen nach 24 h Inkubationszeit. Prozentuale Anteile wurden mit dem Annexin V FACS 
Assay quantifiziert.  
 
 
 
 
2.4.2 Die DNA proliferierender CD34+ Zellen zeigt die höchste 
Addukbelastung nach Melphalan- und Cisplatin-Exposition  
 
Für die Adduktmessungen nach Melphalan- und Cisplatinbehandlung wurden 
stimulierte CD34+ Zellen verwendet und im ICA mit unstimulierten Vorläuferzellen 
des gleichen Spenders verglichen. Da im ICA die Adduktmenge bezogen auf den 
relativen DNA-Gehalt der einzelnen Zelle angegeben wird, können hier auch 
replizierende Zellen mit ruhenden Zellen verglichen werden. 
Es zeigte sich eine konzentrationsabhängige Erhöhung der initialen 
Adduktmengen nach Melphalan- bzw. Cisplatin-Exposition in stimulierten und 
unstimulierten CD34+ Zellen (Abb. 37). Allerdings lag das Adduktniveau in der 
proliferierenden Fraktion um bis zu 2,8fach (Melphalan) bzw. 4,5fach (Cisplatin) 
höher als in der ruhenden CD34+ Fraktion.  
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Abb. 37: Konzentrationsabhängige Melphalan- (A) bzw. Cisplatin-Adduktbildung (B) in 
CD34+ und CD34+ stim. Zellen. Zellen wurden für 2 h gegenüber Melphalan bzw. 2,5 h 
gegenüber Cisplatin exponiert und danach im ICA gefärbt. 
 
 
 
Die intrazelluläre Verfügbarkeit des Zytostatikums und die Akzessibilität der 
DNA für die Addukt-spezifischen Antikörper können die Addukt-
Quantifizierung beeinflussen 
Mit Hilfe der unter 2.2.3 beschriebenen HPLC-Methode wurde der intrazelluläre 
Melphalanspiegel in CD34+ und CD34+ stim. Zellen bestimmt. Die Messung zeigte 
eine deutlich erhöhte Melphalankonzentration im Zytoplasma von proliferierenden 
Vorläuferzellen verglichen mit ruhenden CD34+ Zellen (4,5fach). D.h. die bessere 
intrazelluläre Verfügbarkeit des Zytostatikums könnte zur erhöhten Adduktierung 
der DNA in CD34+ stim. beitragen. 
Außerdem befanden sich nach 42stündiger Zytokinbehandlung der 
Vorläuferpopulation etwa 35 % der Zellen in der S-, G2 oder M-Phase des 
Zellzyklus, womit aufgrund der Replikationsvorgänge eine bessere Zugänglichkeit 
der DNA für den Melphalan-mAK oder Melphalan selbst möglich war. 
Transportvorgänge und die Akzessibilität der DNA könnten im „DNA damage 
response network“ zusammen mit der Ausprägung eines bestimmten DNA-
Reparaturphänotyps die Zytotoxizität des eingesetzten Zytostatikums deutlich 
modulieren (siehe 3.1). 
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2.4.3 Die DNA-Inzisions- und Religationskapazitäten von 
proliferierenden CD34+ Zellen können mit dem Comet Assay nicht 
eindeutig bestimmt werden 
 
Mit Hilfe der Einzelzellgelelektrophorese sollte untersucht werden, ob die höheren 
Adduktmengen in der proliferierenden Vorläuferzellfraktion mit einer verminderten 
Inzisionseffizienz der adduktierten DNA einhergehen. Hierzu wurden die Zellen 
gegenüber EtNU exponiert und DNA-Strangbrüche konnten im Comet Assay 
quantifiziert werden (siehe 5.2.4. und 5.2.7). In Abb. 38 sind drei typische Verläufe 
der Reparaturkinetiken von CD34+ und CD34+ stim. Zellen dargestellt. Die 
Auswertung der zwei Parameter, initiale Strangbruchrate und DNA-
Reparaturgeschwindigkeit, deutete auf eine effizientere Reparatur der Ethyl-
Addukte in den stimulierten Vorläuferzellen hin (Tab. 9).  
Die reparaturinduzierten DNA-Strangbrüche wurden in proliferierenden Zellen 
vermutlich durch einen Anteil endogener DNA-Strangbrüchen, wie sie z.B. 
während der Replikation der DNA auftreten, überlagert. Daher war bei der 
Interpretation der Daten Vorsicht geboten. Proliferierende CD34+ Zellen zeigten 
bereits in der unbehandelten Kontrolle einen gewissen Anteil an DNA-
Einschnitten, so dass das messbare OTM hier bereits etwa 8fach höher war als in 
unstimulierten Zellen. Diese Kometen waren wahrscheinlich auf Zellen in der S-
Phase des Zellzyklus zurückzuführen, deren replikationsinduzierte DNA-
Strangbrüche auch in nicht EtNU-behandelten Zellen präsent waren. Diese DNA-
Einschnitte überlagerten auch die EtNU-Kinetiken. Zunächst waren in der 
stimulierten Fraktion (nach Abzug der Kontrollkometen) relativ große Kometen zu 
messen. Im Laufe der Kinetik wurden die Kometen rasch kleiner. Dies könnte auf 
eine gute Inzisionsleistung der proliferierenden Zellen hindeuten. Es ist aber auch 
möglich, dass die Zellen, die sich zu Beginn der EtNU-Kinetik bereits in der S- 
Phase befanden, bereits apoptotisch waren und somit nicht mehr im Assay 
beobachtet werden konnten. Demnach würden zu späteren Zeitpunkten der 
Kinetik nur noch G0- und G1-Phase Zellen betrachtet, die eine ähnliche 
Reparaturleistung zeigen, wie unstimulierte CD34+ Zellen. Die Reparaturkapazität 
der stimulierten Zellfraktion würde also aufgrund der hohen initialen 
Strangbruchrate überschätzt werden (Steigung der Reparaturgeraden steiler).  
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Zur Beurteilung der Gesamtreparaturleistung der betrachteten hämatopoetischen 
Zellpopulationen wurde die o. g. Untersuchung nicht herangezogen, da die 
Aussagen des Comet Assays bei der Analyse von proliferierenden Zellen zu viele 
unbekannte Faktoren überlagern. 
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Abb. 38: DNA-Reparaturkinetiken von CD34+ und CD34+ stim. Zellen drei verschiedener 
Proben. Zellen wurden 30 min gegenüber EtNU exponiert und im Comet Assay auf DNA-
Strangbrüche analysiert. 
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Tab. 9: Zwei Parameter zur Analyse der Reparaturleistung quantifiziert mit dem Comet 
Assay 
 
OTM, t0 Steigung (OTM/min) Probe 
CD34+ CD34+ stim. CD34+ CD34+ stim. 
27#04 5752 9314 16,5 74,3 
31#04 2839 9894 0,9 42,8 
44#04 3279 6765 2,4 31,5 
Mittelwert ± SF# 3957 ± 907 8658 ± 961  6,6 ± 5  49,5 ± 12,8  
Faktor 
CD34+ stim/CD34+ 
2,2 7,5 
# SF = Standardfehler 
 
 
2.4.4 Proliferierende CD34+ Zellen zeigen das höchste 
Expressionsniveau der meisten DNA-Reparaturgene 
 
Zur Expressionsanalyse wurden aus zwei individuellen Nabelschnurblutproben 
CD34+ Zellen isoliert. Eine Hälfte der Zellen wurde mit Zytokinen über 42 h 
stimuliert (siehe 5.2.3), der andere Teil wurde direkt zur RNA-Isolierung 
eingesetzt. So konnten die Expressionsprofile von proliferierenden und ruhenden 
CD34+ Zellen des gleichen Spenders parallel untersucht werden. 
Die hierarchische Clusteranalyse zeigte bei Untersuchung der gesamten 803 
reparaturrelevanten Gene, sowie der Apoptose-, Zellzyklus- und Reparaturgene 
allein, eine proliferationsabhängige Regulation der Genexpression (Abb. 39). Sehr 
deutlich zeigte sich auch die erhöhte Expression der Reparaturgene. Es waren 
90 % dieser Gene in der proliferierenden Fraktion gegenüber den nicht 
stimulierten CD34+ Zellen hochreguliert (Abb. 39B und 40). Bei Betrachtung der 97 
wichtigsten DNA-Reparaturgene zeigten 42 Gene (43 %) eine signifikant 
differenzielle Regulation wobei nur zwei Gene in der proliferierenden CD34+ 
Fraktion runterreguliert waren: CCNH und ATRX (Abb. 40). Kriterien für eine 
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differentielle Regulation waren: mindestens eine P-Detektion pro CD34+/CD34+ stim. 
Vergleich und ein p-Wert größer 0,995 bzw. kleiner 0,005 in beiden Proben.   
Wurden auch bei diesem Expressionsvergleich nur die Apoptosegene verglichen, 
so zeigten sich 18/28 (64 %) der pro-apoptotischen Gene hochreguliert in 
stimulierten CD34+ Zellen (Abb. 41), aber auch die Mehrzahl der anti-
apoptotischen Gene zeigte höhere Transkriptspiegel in dieser Zellfraktion (11/16, 
69 %).    
 
0.2_Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 2.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 2._Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.2_Giebl_Signal, Ratio Norm, 0.1_Giebl_Signal, Ratio Norm, 2.1_Giebl_Signal, Ratio Norm, 2._Giebl_Signal, Ratio Norm, 2.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 2._Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.2_Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.2_Giebel_Signal, Ratio Norm, 0.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 2.1_Giebel_Signal, Ratio Norm, 2._Giebel_Signal, Ratio Norm,
CD34+stim.CD34+
A                        B                         C            D
 
Abb. 39: Hierarchische Clusteranalyse von je zwei CD34+ und CD34+ stim. Proben. Die 
Clusteranalyse erfolgte analog zu 2.2.8. Farbverteilung siehe Abb. 24. Kriterium für die 
Auswertung: mindestens eine P-Detektion pro CD34+/CD34+ stim. Vergleich. Dargestellt 
sind die Cluster der A) DNA-Reparatur-Assoziierten Gene (971 Probesets), B) DNA-
Reparaturgene (105 Probesets), C) Apoptosegene (362 Probesets) und D) 
Zellzyklusgene (476 Probesets). Zusätzliches Kriterium in B): Expressionsunterschied 
größer 1,5fach. In allen Clustern sind die zwei unstimulierten CD34+ Proben links, die 
stimulierten rechts angeordnet.  
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Abb. 40: Signifikant differentiell exprimierte Gene der vier wichtigsten DNA-Reparaturwege 
in 2 CD34+/CD34+ stim. Probenvergleichen. Dargestellt sind die zwei individuellen SLR-
Werte von 42 differentiell exprimierten Genen von BER, NER, MMR und DSBR (siehe 
Abb. 26). 
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Abb. 41: Signifikant differentiell exprimierte Apoptosegene in proliferierenden und ruhenden 
CD34+ Zellen (siehe Abb. 27). 
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3. Diskussion 
 
Unter dem umfassenden Thema „Zellantworten auf DNA-schädigende Agentien“ 
erlaubt das in dieser Arbeit untersuchte biologische System von humanen 
hämatopoetischen Primärzellen einen experimentellen Zugang zu sehr 
unterschiedlichen Fragestellungen: zum einen zu ganz sachlichen, klinisch 
relevanten Problemen, wie den massiven hämatotoxischen Nebenwirkungen 
bestimmter Chemotherapeutika, zum anderen aber auch zu eher grundlegenden 
Fragen, beispielsweise ob somatische Zellen in unterschiedlichen 
Entwicklungsstadien unterschiedlich auf eine Beschädigung ihres Erbguts 
reagieren und wenn ja, auf welcher Kontrollebene dies reguliert wird. 
Entscheidende Vorteile für experimentelle Untersuchungen bieten 
hämatopoetische Zellen durch ihre prinzipiell gute Zugänglichkeit (z.B. aus 
Knochenmarkaspiraten oder aus Nabelschnurblut), die im Vergleich zu anderen 
Differenzierungsreihen gut etablierten Marker und die Verfügbarkeit ausgereifter 
Isolierungstechniken wie FACS oder MACS.  
Die Entwicklung von der hämatopoetischen Stammzelle bis zu beispielsweise 
ausgereiften B- oder T-Zellen ist in vivo sicher ein Kontinuum von Veränderungen. 
Deshalb stellt die hier verwendete Fraktionierung in eine frühe, Stammzellnahe 
Population (CD34+38-), in eine (potentiell expandierende) Vorläuferzellpopulation 
(CD34+38+) und eine Population differenzierter mononukleärer Blutzellen (CD34-) 
eine immer noch recht grobe Unterteilung dar. So enthält die CD34+38- Fraktion 
mit Sicherheit nur einen sehr geringen Anteil (< 0,1 %) echter Stammzellen und 
alle gebildeten Gruppen sind in sich durchaus heterogen (Belvedere et al., 1999; 
Abb. 1). Dies muss bei der Bewertung der erhobenen Daten immer in Betracht 
gezogen werden. Andererseits bietet der Einsatz von funktionellen Testverfahren, 
die Ergebnisse auf dem Niveau von Einzelzellen liefern, ein gutes Kriterium für die 
generelle Gültigkeit der Messergebnisse.  
Die Reaktion einer individuellen Zelle auf die Exposition gegenüber DNA-reaktiven 
Substanzen ist sehr komplex. Zytostatika, die heute für die Chemotherapie 
eingesetzt werden, entfalten eine Reihe zytotoxischer und genotoxischer Effekte, 
deren Zelltyp-spezifisches Spektrum nicht annähernd aufgeklärt ist. Die 
molekularen Ursachen der ausgeprägten Knochenmarktoxizität von vielen DNA-
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alkylierenden Therapeutika wie Melphalan, Themozolomid oder BCNU sind bisher 
nur in Ansätzen verstanden. Ähnliches gilt auch für die typischen 
Nebenwirkungsprofile anderer antineoplstischer Medikamente. 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die DNA-Reparaturleistung der Zelle hier 
einen großen Einfluss auf den Therapieerfolg hat. So schützt die transgene 
Überexpression des Einschritt-Reparaturenzyms MGMT hämatopoetische Zellen 
in vivo vor O6-Guanin-alkylierenden Substanzen (Moritz et al., 1995, siehe 1.1 und 
1.4).  
Ein weiteres großes Problem der Chemotherapie ist die adaptive Resistenz von 
Tumorzellen. Die Kombination von Medikamenten mit unterschiedlichem 
Angriffspunkt kann helfen, solche Resistenzen zu überwinden. So führte im 
Mausmodell der kombinierte Einsatz des DNA-Alkylators BCNU mit dem 
Reparatur-Inhibitor Methoxyamin (MX) zu einem deutlich verlangsamten 
Tumorwachstum gegenüber einer BCNU-Monotherapie (Liu et al., 2003). 
Umgekehrt konnte durch diese Kombinationstherapie die Dosis des stark 
myelosuppressiven Alkylans BCNU, bei gleicher Anti-Tumor Wirkung, um ein 
Drittel vermindert werden. Da MX selektiv die Basen-Exzisions-Reparatur hemmt, 
kann man davon ausgehen, dass Zellen, die Alkylierungsschäden hauptsächlich 
über diesen Weg prozessieren, eher auf eine Therapie ansprechen, als Zellen, in 
denen andere Reparaturfunktionen dominieren. Solche Unterschiede ließen sich 
in dieser Arbeit auch für die untersuchten Blutzellpopulationen aufzeigen (siehe 
2.2.6). In EtNU-exponierten Vorläuferzellen hatte der BER-Weg einen relativ 
größeren Anteil an der Gesamtreparaturleistung als in differenzierten 
Lymphozyten. 
An diesen Beispielen wird deutlich, welche Bedeutung für Planung und Erfolg 
einer (Kombinations-) Chemotherapie mit DNA-reaktiven Substanzen die genaue 
Kenntnis des jeweiligen DNA-Reparaturphänotyps sowohl der Tumorzellen als 
auch der kritischen Normalgewebe haben kann.  
 
 
 
 
 
 
3. Diskussion  82 
3.1 Funktionelle DNA-Reparaturkapazität von unterschiedlich 
differenzierten hämatopoetischen Zellen 
 
Mit den beiden hier eingesetzten Analysemethoden, der Messung primärer DNA-
Schäden mit spezifischen Antikörpern (ICA) und der Detektion von (enzymatisch) 
induzierten Strangeinschnitten (Comet Assay) lässt sich prinzipiell der gesamte 
zeitliche Ablauf der zellulären DNA-Reparaturprozesse abbilden, angefangen von 
der DNA-Adduktbildung bis zum finalen Ligationsschritt. Für eine Bewertung der 
Reparaturleistung einer Zelle sind beide Phasen wichtig, da sowohl nicht entfernte 
Primäraddukte wie auch persistierende DNA-Einschnitte apoptotische 
Signalkaskaden aktivieren können. Außerdem können beide Schadenstypen, vor 
allem in replizierenden Zellen, zu Mutationen führen. Besonders verlässliche 
Daten für die späteren Schritte der Schadensprozessierung lassen sich im Comet 
Assay dann ermitteln, wenn sich Adduktbildung und Reparatur durch Einschnitt 
und Verschließen der DNA zeitlich möglichst wenig überlappen. Ein weiteres 
wichtiges Kriterium für die Vergleichbarkeit von Reparaturkinetiken in 
verschiedenen Zelltypen ist die initial gleiche Adduktbildung durch das verwendete 
DNA-reaktive Agens. Diese Bedingungen sind bei vielen klinisch eingesetzten 
Substanzen nicht erfüllt, da sie in der Regel eine vergleichsweise langsame 
Reaktionskintik mit der DNA aufweisen und der intrazelluläre Substanzspiegel 
durch aktive Im- und Exportmechanismen sowie durch metabolische 
Umsetzungen moduliert werden kann. Um diese Probleme weitgehend 
auszuschließen, wurde hier zunächst der Standard-Alkylator Ethylnitrosoharnstoff 
(EtNU) eingesetzt, der die o. g. Anforderungen fast ideal bedient: EtNU unterliegt 
keinen membranständigen Transportprozessen, wird nicht metabolisiert, hat eine 
sehr schnelle Reaktionskinetik (intrazelluläre Halbwertszeit = 7 min) und bildet 
eine Palette von zwölf gut charakterisierten DNA-Ethyladdukten, die ihrerseits 
Substrat für eine Reihe unterschiedlicher Reparaturmechanismen (MGMT, BER, 
NER, MMR) sind (Beranek, 1990). Durch die Kurzzeitexposition mit EtNU ex vivo 
ließ sich also eine breit gefächerte Reparaturantwort provozieren, deren Messung 
den Vergleich verschiedener Zellpopulationen bezüglich ihrer funktionellen 
Reparaturkapazität ermöglicht.  
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In früheren Arbeiten konnte bereits bestätigt werden, dass EtNU nicht direkt DNA-
Strangbrüche induziert, sondern Reparaturproteine den enzymatischen Einschnitt 
der DNA vermitteln. Dies konnte an frisch isolierten Lymphozyten gezeigt werden, 
indem ein Teil der Zellen mit EtNU behandelt, anschließend in Agarose gegossen 
und lysiert wurde, während der andere Teil erst lysiert und danach mit EtNU 
inkubiert wurde. Nur die zum Zeitpunkt der Exposition noch lebenden Zellen 
zeigten DNA-Einschnitte, somit waren diese Folge enzymatischer 
Reparaturprozesse und nicht direkte Folge der DNA-Alkylierung (Buschfort-
Papewalis, 1999). 
Da beide Analysevefahren, ICA und Comet Assay, auf der Auswertung einzelner 
Zellkerne beruhen, erlaubten die Ergebnisse zudem eine Aussage über die 
jeweilige interzelluläre Heterogenität der untersuchten Population (Buschfort-
Papewalis, 1999). 
Die Aktivität des enzymatischen DNA-Einschnitts und der Religation der 
Reparaturlücken konnte im Comet Assay durch Verwendung des allgemein 
anerkannten Kriteriums des Olive Tail Moments (OTM) bestimmt werden. Es 
macht eine Aussage über die Anzahl der geschnittenen DNA-Fragmente 
(Fluoreszenzintensität im Kometenschweif) und die Größe der migrierten DNA-
Stücke (Länge des Schweifes). Zur Beurteilung der Gesamtreparaturleistung von 
hämatopoetischen Zellen mit dem Comet Assay wurden die Parameter initiale 
Strangbruchrate (OTM, t0) und Reparaturgeschwindigkeit (∆OTM/∆t) 
herangezogen. Bei der Interpretation der Messergebnisse deuten ein rascher, 
verstärkter DNA-Einschnitt und ein schnelles Verschließen der Reparaturlücken 
auf eine effektive Reparatur für Ethyl-Addukte hin. Über die drei 
Differenzierungsstadien der Hämatopoese zeigten primitive Stammzellen und 
ausgereifte Blutzellen in beiden Parametern bessere Leistungen gegenüber 
CD34+ Vorläuferzellen. 
Für die Messung der Adduktkinetiken mit der ICA-Methode käme als DNA-
schädigendes Agens prinzipiell ebenfalls EtNU infrage, da für eines der wichtigen 
Ethylierungsprodukte, O6-Ethylguanin, geeignete monoklonale Antikörper und ein 
etabliertes Protokoll zur Verfügung stehen (Seiler et al., 1993). Da diese Läsion 
aber vorwiegend über den MGMT-Weg eliminiert wird, spiegelt die ICA-Messung 
jedoch im Wesentlichen die zelluläre Konzentration an aktivem MGMT-Protein 
wider, die bekanntermaßen große interindividuelle Varianzen aufweist (Inoue 
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et al., 2000). Dies würde aber den Vergleich unterschiedlicher 
Differenzierungsstadien erheblich stören. Deshalb wurden hier zur 
Schadensinduktion zwei klinisch relevante Zytostatika, Melphalan und Cisplatin, 
eingesetzt, für die in der Arbeitsgruppe ebenfalls Addukt-spezifische ICA-
Protokolle etabliert waren (Buschfort-Papewalis et al., 2002).  
Eine direkte Messung von Bildung und Eliminierung der zytotoxischen Melphalan- 
und Cisplatin-Addukte in individuellen Zellkernen stellt eine aussagekräftige 
Methode zur Beurteilung der Reparaturkapazität einer Zelle dar, die anderen 
immunanalytischen oder physikalischen Verfahren zum Beispiel an isolierter DNA 
(Tilby et al., 1995) deutlich überlegen ist. 
Anders als bei kultivierten Zell-Linien wurden in primären Blutzellen verschiedener 
Differenzierungsstadien nach ex vivo-Exposition mit Melphalan oder Cisplatin nur 
vergleichsweise geringe Adduktspiegel gemessen (siehe 2.2.3 und 2.4.2). 
Ähnliches gilt auch für die Blutzellen der Maus im Vergleich zu anderen 
Gewebetypen nach einer in vivo-Behandlung mit Cisplatin (Liedert, 2001). Der 
pharmakokinetische Hintergrund dieser Befunde ist bisher unbekannt. Deshalb 
waren für eine sichere Adduktmessung im ICA-Verfahren bei den hier 
durchgeführten Untersuchungen vergleichsweise hohe Dosierungen von bis zu 
20 µg/ml notwendig. Da bei den hämatopoetischen Zellen oberhalb dieses 
Dosisbereichs nach 24 h bereits einsetzende Apoptoseprozesse beobachtet 
wurden (siehe 2.2.2), wurden die Reparaturkinetiken bei der geringstmöglichen 
Belastung aufgenommen und nur über maximal 12 h verfolgt. Dabei zeigten 
Vorläuferzellen für beide Zytostatika regelmäßig höhere Adduktspiegel und eine 
langsamere Eliminierung dieser Addukte als die korrespondierende CD34- 
Fraktion (Abb. 18). In parallel dazu durchgeführten Strangbruchmessungen 
zeigten differenzierte CD34- Zellen jeweils höhere Inzisionsraten. (siehe 2.2.5 und 
2.2.7). Zusammengenommen bestätigen beide Beobachtungen die Annahme 
einer höheren Addukt-Akkumulation aufgrund der deutlich verlangsamten 
Prozessierung von Zytostatika-induzierten DNA-Schäden in Vorläuferzellen. Diese 
Interpretation der Befunde stimmt gut überein mit der höheren Chemosensitivität 
(Apoptoserate) dieser Zellfraktion nach Behandlung mit Cisplatin oder Melphalan 
(siehe 2.2.2).  
Beide Medikamente gelangen vermutlich vorwiegend durch passive Diffusion ins 
Zellinnere und bedürfen dort keiner enzymatischen Aktivierung (Zeller, 1995). Für 
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einige Zelltypen sind jedoch aktive Transportmechanismen beschrieben. So kann 
der vorwiegend in der Leber exprimierte Membrantransporter MRP2 (cMOAT) 
Cisplatin aktiv aus der Zelle ausschleusen (Borst et al., 2000; Materna et al., 
2005). Umgekehrt wird vermutet, dass das Tryptophan-spezifische LAT1-Protein 
auch den Import von Melphalan erleichtert (Uchino et al., 2002). 
Um auszuschließen, dass die hier gefundenen unterschiedlichen Zellantworten 
durch andere Parameter, wie beispielsweise Influx- oder Efflux-Pumpen, bedingt 
sind, wurde zusätzlich die intrazelluläre Wirkstoffkonzentration bestimmt. Mit 
chromatographischen Methoden ließ sich zeigen, dass eine Stunde nach 
Exposition in beiden Zellfraktionen (CD34+ und CD34-) die gleichen 
Melphalanspiegel vorlagen (siehe 2.2.3). Eine veränderte Membrandurchlässigkeit 
spielte also für die unterschiedlichen Reparaturkinetiken und Apoptoseantworten 
sehr wahrscheinlich keine Rolle. 
Ein weiterer Faktor, der die Bildungsrate von Primäraddukten in der DNA, aber 
auch deren Zugänglichkeit für Reparatursysteme und für immunanalytische 
Nachweisverfahren beeinflussen könnte, ist die aktuelle Chromatinstruktur im 
Zellkern. Histon-ärmeres, weniger kondensiertes Chromatin, wie es teilweise in 
der S- und M-Phase des Zellzyklus vorliegt, kann bei gleicher Dosierung eine 
bessere Zugänglichkeit für DNA-reaktive Agenzien und damit einen höheren 
Schadensspiegel als in ruhenden Zellen bedingen. Auch dieser Umstand könnte 
zum höheren Adduktgehalt der proliferations-kompetenten Vorläuferzellen 
beitragen. Deshalb wurden an frisch isolierten Zellfraktionen aus Nabelschnurblut 
Zellzyklusanalysen durchgeführt (siehe 2.1.4). Überraschenderweise ergaben sie, 
entgegen der vorherrschenden Lehrbuchmeinung aber in Übereinstimmung mit 
kürzlich publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen (Lucotti et al., 2000; Rosti 
et al., 2000; Summers et al., 2001), dass 99 % der CD34+ Zellen in G1/G0 
vorliegen. Demnach spielte eine unterschiedliche Chromatinstrktur für die hier 
gefundenen Unterschiede zwischen Vorläufer- und terminal differenzierten Zellen 
sehr wahrscheinlich keine Rolle. 
Anders war es beim Vergleich von frisch isolierten ruhenden mit Zytokin-
stimulierten CD34+ Zellen, die sich nach 42 h fast alle aktiv im Zellzyklus befanden 
(35 % in S-, G2- oder M-Phase; Abb. 11). Sie zeigten nach Melphalan- oder 
Cisplatinbehandlung ein deutlich höheres Adduktniveau (2,8fach bzw. 4,5fach; 
siehe 2.4.2) als unstimulierte Zellen. Dies könnte auf eine verminderte 
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Reparaturleistung hindeuten. Die Messung des intrazellulären Melphalanspiegels 
zeigte aber, dass CD34+ Zellen im Zyklus einen 4,5fach höheren intrazellulären 
Melphalanspiegel aufweisen als nicht-proliferierende Zellen dieser Fraktion. 
Demnach konnte hier nicht direkt auf eine schlechtere Reparaturleistung der 
stimulierten CD34+ Zellen geschlossen werden. Die molekularen Ursachen für 
diesen überraschenden Befund sind bisher völlig unklar, die oben diskutierten 
Faktoren spielen dabei aber möglicherweise eine Rolle. Für die Chemosensitivität 
von Normal- und Tumorzellen in vivo ergeben sich aus der hier erstmals 
beobachteten erhöhten Wirkstoffaufnahme in replizierenden Zellen 
möglicherweise sehr interessante Schlussfolgerungen und therapeutische 
Ansätze. 
 
 
3.2 Veränderungen der Expressionsprofile von “DNA damage 
response“-Genen während der hämatopoetischen Differenzierung 
 
Die Methode der Genexpressionsanalyse wurde gewählt, um einen ersten Einblick 
in die Regulation des sehr komplexen Netzwerkes der DNA-Reparatur zu 
erlangen. Auf funktioneller Ebene konnten verschiedene DNA-Reparatur-
Phänotypen identifiziert werden. CD34+ Vorläuferzellen zeigten eine verlangsamte 
DNA-Reparatur und eine verminderte Inzisionsfähigkeit gegenüber differenzierten 
Lymphozyten und Stammzellen. Außerdem war eine sehr individuelle 
Reparaturleistung in den untersuchten Proben zu erkennen. Dies trifft in gleichem 
Maße für die DNA-Reparaturfähigkeit von maligne veränderten CLL Lymphozyten 
zu (Buschfort-Papewalis, 1999). 
Mit Hilfe der Mikroarray-Technologie sollten Kandidatengene gefunden werden, 
die möglicherweise verantwortlich für die geminderte DNA-Reparaturfähigkeit der 
Progenitorzellen sind. Die Arrays der Firma Affymetrix waren in Vorversuchen den 
MWG Chips deutlich überlegen. Die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war 
der entscheidende Grund für die Verwendung des HG-U133A Arrays für 
Mikroarray Experimente (siehe 2.1.3). 
Die Expressionsdaten konnten als gesichert gelten, da sich diese außerdem mit 
der RT-PCR verifizieren ließen, welche eine weitere Methode zur Quantifizierung 
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von Nukleinsäuremolekülen darstellt. Für drei Transkripte, ATM, RAD23A und 
RAD50, wurde im Mikroarray-Experiment und in der PCR-Analyse die gleiche 
Regulationsrichtung in CD34+ und CD34- Zellen festgestellt (siehe 2.2.8 und 
2.2.9). Da die RT-PCR-Methode außerdem als sensitiver gilt, könnten so auch die 
Abweichungen in den absoluten Expressionsunterschieden (SLRs) erklärt werden, 
welche  mit der Mikroarray-Analyse leicht unterschätzt werden.   
Zur Erstellung der Expressionsprofile von CD34+38- Stammzellen musste die 
Gesamt-RNA von vier unterschiedlichen Proben zusammengefasst werden, da die 
geforderte RNA-Menge (300 ng) von einer Einzelprobe nicht geliefert werden 
konnte. Um die Array-Daten vergleichbar zu machen, wurde ebenfalls RNA aus 
den zugehörigen CD34+38+ und CD34- Zellen der gleichen Spender isoliert und für 
die Analysen eingesetzt. Der Vergleich der zusammengefassten Proben der 
Vorläuferzellen und differenzierten Blutzellen mit dem Expressionsvergleich der 
sieben einzelnen CD34+ und CD34- Proben ergab sehr ähnliche Ergebnisse. Der 
mittlere Regulationsfaktor betrug beim Einzelvergleich 2,6fach und beim 
Poolvergleich 3fach. Dies zeigt, dass das Zusammenfassen einzelner Proben 
gegenüber der Analyse von Einzelproben durchaus zulässig ist, aber die Gefahr 
birgt, Expressionsunterschiede, wegen der großen individuellen Varianz, zu 
übersehen oder zu unter- bzw. überschätzen. 
Der Expressionsvergleich der CD34+38+ und CD34+38- Zellen zeigte deutlich, 
dass sich diese Zellpopulationen viel ähnlicher sind, als Vorläuferzellen und 
differenzierte Lymphozyten. Der durchschnittliche Regulationsfaktor betrug nur 
1,7fach. Für die RT-PCR-Bestätigung musste Gesamt-RNA aus drei neuen 
individuellen Stamm- und Vorläuferzellproben isoliert werden, da die gesamte 
RNA des Pools für die Mikroarray-Experimente verwendet wurde. Für die RT-PCR 
waren geringere Mengen Ausgangsmaterial notwendig als für die  Array Analysen: 
5 ng Gesamt-RNA reichten für eine Analyse aus. Demnach ließen sich auch 
Einzelproben analysieren. Die RT-PCR-Amplifikation der Transkripte für ATM, 
RAD23A und RAD50 ergab in den drei Einzelproben die gleiche 
Regulationsrichtung in Stamm- und Vorläuferzellen. Allerdings konnten diese 
Ergebnisse die Mikroarray-Daten nur bedingt bestätigen (Tab. 8).  
Bei der RT-PCR-Bestätigung der CD34+ und CD34- Proben für die gleichen Gene 
konnten 13/15 Expressionsvergleiche des Mikroarray-Experiments verifiziert 
werden. Hier konnte für beide Analyseverfahren das gleiche Ausgangsmaterial 
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verwendet werden, demnach stimmen auch die Ergebnisse beider Methoden sehr 
gut überein. Die Mikroarray-Technologie kann also, obwohl sie nicht so sensitiv ist, 
wie die RT-PCR, zur Expressionsanalyse herangezogen werden. 
Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden bei den 
Stamm- und Vorläuferzellen beruhten also sehr wahrscheinlich vielmehr auf der 
unterschiedlichen Herkunft und der Zusammenfassung der Einzelproben, als auf 
Varianzen in den Analyseverfahren. 
 
 
3.3 Vergleich der funktionellen Analysen und der Gen-
expressionsprofile 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die funktionellen, 
differenzierungsspezifischen Unterschiede hämatopoetischer Zellen sowohl in 
ihrer Reparaturkapazität, als auch im Apoptoseverhalten nach Exposition 
gegenüber verschiedenen antineoplastischen Substanzen, einhergeht mit 
deutlichen Veränderungen in den Expressionsprofilen zugehöriger Gene.  
Diese Expressionsunterschiede in hämatopoetischen Zellen unterschiedlicher 
Differenzierungsstadien konnten in Genomweiten Genexpressionsanalysen von 
zwei Gruppen bestätigt werden (Ivanova et al., 2002; Ramalho-Santos et al., 
2002). Für die transkriptionelle Regulation von DNA-Reparaturgenen in diesen 
Zellen ist bis heute wenig bekannt. Bei einigen Reparaturgenen, wie XPG, XPD, 
MSH2, KU80, LIG3 und RAD23A, liegt eine Hochregulation in Stammzellen aus 
dem Knochenmark der Maus gegenüber ausdifferenzierten Blutzellen vor. Es sind 
allerdings keine vergleichbaren Daten im humanen System veröffentlicht. In der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine strikte 
differenzierungsspezifische Regulation des gesamten DNA-Reparatur-Netzwerkes 
in humanen Blutbildenden Zellen vorhanden ist. Die einheitliche 
Regulationsrichtung in allen sieben Expressionsvergleichen von Vorläuferzellen 
und differenzierten Blutzellen impliziert eine sehr hohe biologische Relevanz 
dieser Mechanismen. Dennoch zeigte sich bei funktionellen und transkriptionellen 
Untersuchungen eine hohe interindividuelle Varianz innerhalb des Probenpools. 
Ähnliche Variationen waren bei Messungen der Zytostatika-induzierten Apoptose 
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zu erkennen. So könnten vielleicht auch Unterschiede in der antineoplastischen 
Antwort verschiedener Patienten auf die Behandlung mit DNA-reaktiven 
Substanzen sowie die Ausprägung hämatotoxischer Nebenwirkungen mit einem 
individuellen Reparaturphänotyp korreliert werden. Es wäre so möglich, die Dosis 
des Zytostatikums an die Reparaturkapazitäten gesunder und maligne veränderter 
Zellen anzupassen und eine individualisierte Chemotherapie zu gewährleisten. 
Beim Vergleich der funktionellen Reparaturdaten und der Ergebnisse aus den 
Apoptoseassays mit den Genexpressionsprofilen ließ sich eine sehr interessante 
Korrelation feststellen. Das zusammenfassende Schema in Abb. 43 verdeutlicht, 
dass die erhöhte Chemosensitivität in CD34+ und in CD34+ stim. Zellen mit einer 
schlechteren funktionellen DNA-Reparaturleistung einhergeht, verglichen mit 
Stammzellen und differenzierten Blutzellen. Die Expression der meisten wichtigen 
DNA-Reparaturgene verhält sich aber entgegengesetzt. In stimulierten CD34+ 
Zellen und in frisch isolierten Vorläuferzellen war das höchste Expressionsniveau 
für diese Gene festzustellen. Beim Vergleich von CD34+ und CD34- Zellen waren 
35/37 Reparaturgenen in der Vorläuferfraktion hochreguliert, beim 
Expressionsvergleich auf Stamm- und Progenitorzellebene ergab sich eine 
Hochregulation von 16/19 Reparaturgenen in den CD34+38+ Zellen. In stimulierten 
CD34+ Zellen sind 40/42 dieser Gene noch einmal hochreguliert gegenüber 
unstimulierten CD34+ Zellen. 
Eine mögliche Erklärung dieser antagonistischen funktionellen und 
transkriptionellen Regulation könnte der Einfluss von post-transkriptionellen 
Kontrollinstanzen auf die Feinabstimmung des Reparatur-Netzwerkes sein. 
Ubiquitin-gesteuerter Proteinabbau (Krogan et al., 2004; Rechsteiner und Hill, 
2005; Ustrell et al., 2002) sowie die Stabilität von Proteinkomplexen (Okuda et al., 
2004; Strom et al., 2004) oder die intrazelluläre oder vielmehr intranukleäre 
Lokalisation der Reparturenzyme (Gill, 2004; Jefford et al., 2004) könnten hier von 
entscheidender Bedeutung sein. 
Außerdem ist es denkbar, dass die wenigen Gene, die konform mit der 
funktionellen Reparaturkapazität entlang der Hämatopoese reguliert werden, für 
eine abgestimmte Antwort auf die Beschädigung der DNA essentiell sind und 
wichtige regulatorische Funktionen im Reparatur-Netzwerk einnehmen.  
Eines dieser Gene kodiert für die Proteinkinase ATM, die eine wichtige Rolle bei 
der Schadenserkennung sowie in der Signaltransduktion spielt (siehe 1.1). ATM 
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erkennt in erster Linie DNA-Doppelstrangbrüche und leitet dieses Signal an 
verschiedene Mediatoren, wie BRCA1 oder MDC1, oder an die „Checkpoint“-
Kinase CHK2 und an P53 weiter (Kurz und Lees-Miller, 2004; Li und Zou, 2005; 
McGowan und Russell, 2004; Abb. 42). Die zelluläre Antwort auf den DNA-
Schaden ist dann in jedem Fall eine Arretierung des Zellzyklus. Die Aktivität der 
Zellzyklus-„Checkpoints“, als Antwort auf einen DNA-Schaden, stellt Zeit für die 
Reparatur der DNA zur Verfügung. Zellen mit defektem ATM sind 
strahlungssensitiver und zeigen keine Zellzyklusarretierung nach Behandlung mit 
ionisierender Strahlung, aufgrund fehlender Aktivierung der CHK2-Kinase, sowie 
des Effektors CDC25 (Kastan et al., 2001). Zellen, die trotz unreparierter DNA-
Schäden im Zellzyklus fortschreiten, häufen Mutationen an und reagieren 
schneller mit der Einleitung der Apoptosekaskade. Die verminderte DNA-
Reparaturfähigkeit, die höhere induzierbare Apoptoserate und das niedrigste 
Expressionsniveau des ATM-Transkripts in den CD34+ und CD34+ stim. Zellen 
könnten für eine schlechtere Kontrolle der Zellzyklus-„Checkpoints“ sprechen. 
ATM-defiziente Zellen sind außerdem sensitiver gegenüber DNA-Alkylierung, 
wobei dem ATM-Protein eine essentielle Rolle bei der Stabilisierung und der 
nukleären Lokalisation von Mismatch-Reparatur-Komplexen zugeschrieben wird 
(Debiak et al., 2004). Eine weitere wichtige Funktion des ATM ist der Schutz vor 
oxidativem Stress in Knochenmarkzellen der Maus (Ito et al., 2004). In diesem 
Modell stellt ATM einen wichtigen Faktor für die Selbsterneuerungsfähigkeit von 
hämatopoetischen Stammzellen dar, während es für die Differenzierung in 
Vorläuferzellen keine Rolle zu spielen scheint. 
Ein weiteres Gen, dessen Transkriptniveau in Vorläuferzellen niedriger ist als in 
differenzierten Blutzellen, ist RAD23A. Es sind zwei RAD23-Proteine bekannt, 
RAD23A und RAD23B, die am Ubiquitin/Proteasom-gesteuerten Proteinabbau 
beteiligt sind (Ortolan et al., 2004; Raasi et al., 2003). Die RAD23-Proteine 
stabilisieren das NER-Enzym XPC, welches den Kernfaktor für die 
Schadenserkennung und -prozessierung über die Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
darstellt (Okuda et al., 2004; Abb. 2). XPC bildet in vivo einen Komplex mit 
RAD23B, geringe Mengen des XPC-Proteins liegen aber auch an RAD23A 
gebunden vor. Beide RAD23-Proteine sind austauschbar und haben die gleiche 
Wirkung bezüglich der XPC-Stabilisierung und der Regulation des NER Weges. In 
XPC- und RAD23A-„knock out“ Mauszellen konnte gezeigt werden, dass nur die 
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Cotransfektion mit humanem XPC und RAD23B zu einer vollständigen UV-
Desensitivierung und einem nachweisbarem XPC-Proteinniveau führte. Die 
Transfektion mit XPC allein konnte dies nicht erreichen. Demnach sind die 
RAD23-Proteine essentiell für die Stabilisierung und die Aktivität von XPC nach 
Beschädigung der DNA (Ng et al., 2003). 
Diese Proteine stellen also ideale Kandidaten für die Regulation des Influx in den 
NER-Weg sowie die Aufrechterhaltung der Balance zwischen den einzelnen 
Proteinkomponenten dar. 
RAD23A ist eines der Gene, deren Expressionsniveaus in den untersuchten 
Proben die größte individuelle Schwankungsbreite zeigte und könnte daher als 
Schlüsselfaktor für die individuelle Reparaturkapazität fungieren. Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass der XPC/RAD23-Komplex an der Erkennung von 
EtNU-induzierten DNA-Addukten und deren NER-gesteuerten Exzision beteiligt ist 
und somit essentiell ist für die Prozessierung von Alkylierungsschäden über den 
NER-Weg (eigene unveröffentliche Daten). 
Die Runterregulation des RAD23A-Gens in Progenitorzellen könnte sich im 
relativen Gebrauch des NER-Weges widerspiegeln. CD34+ Zellen zeigten einen 
deutlich höheren Anteil im Gebrauch des BER-Weges an der Prozessierung von 
Alkylierungsschäden (siehe 2.2.6) als CD34- Zellen. Dies könnte auf eine minder 
effektive Nukleotid-Exzisions-Reparatur in Progenitorzellen hindeuten. 
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Abb. 42: Überblick über die zelluläre Verarbeitung von DNA-Schadenssignalen von der 
Erkennung bis zur Zellzyklusarretierung. Pfeilspitzen deuten auf eine Aktivierung, 
Querstriche auf eine Hemmung hin. Abbildung modifiziert nach Kastan, 2001; Li und Lou, 
2005 und Sancar et al., 2004.  
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Ein weiterer wichtiger Signalgeber für DNA-Schäden ist das GADD45A-Gen 
(„growth arrest and damage inducible“). Es wird durch die Behandlung mit DNA-
schädigenden Agentien induziert und ist in differenzierten CD34- und in primitiven 
CD34+38- Zellen gegenüber CD34+ Vorläuferzellen deutlich hochreguliert, 2,7fach 
bzw. 3,3fach. GADD45A kann durch ATM aktiviert werden und steht in Kontakt mit 
P53 und BRCA1 (transkriptionelle Regulation), somit stellt es einen universellen 
Signalgeber für DNA-Reparatur, Zellzyklusarretierung und Apoptose dar (Zhan, 
2005). Mäuse, denen dieser universelle Signalgeber fehlt, sind deutlich anfälliger 
für Strahlungs- und Zytostatika-induzierte Tumoren, während die Überexpression 
von GADD45A zu einer gesteigerten DNA-Reparatur führt (Hildesheim und 
Fornace Jr., 2002). Außerdem bewirkt die Blockierung von GADD45A durch 
Antisense-RNA eine Verminderung der DNA-Reparaturleistung und eine 
Sensitivierung der Zellen gegenüber Cisplatin (Smith et al., 1996). 
Die Expressionsdaten zeigen, dass die meisten DNA-Reparaturgene, mit den 
wichtigen oben genannten Ausnahmen, in Vorläuferzellen hochreguliert werden, 
während funktionelle Messungen der Reparaturkapazität ergeben haben, dass 
genau diese Zellpopulation gegenüber Stammzellen und differenzierten Blutzellen 
deutliche Defizite aufweisen. Außerdem war in dieser Vorläuferpopulation eine 
höhere Apoptoseinduktion nach Behandlung mit DNA-reaktiven Substanzen zu 
erkennen. Diese Beobachtung scheint zunächst überraschend, da es für einen 
Organismus höchste Priorität haben sollte, seinen Pool an proliferations-
kompetenten Zellen mit einem guten Schutzmechanismus gegen die 
Beschädigung der DNA auszustatten und die Anhäufung von Mutationen in den 
Tochterzellen zu vermeiden. Die rasche Induktion der Apoptose scheint ein 
effektiver Mechanismus zur Vermeidung genotoxischen Stresses in kritischen 
Zellkompartimenten zu sein. Ein Beispiel für dieses Prinzip zeigt die T-Zell 
Entwicklung im Thymus. Hier werden Zellen, die keine funktionsfähigen T-Zell-
Rezeptoren exprimieren, rasch durch Apoptose eliminiert (Strasser und Bouillet, 
2003).  
Experimente an murinen embryonalen Stamm-(ES-) Zellen zeigten eine 
verminderte DNA-Reparaturfähigkeit in diesen Zellen, während sich dies nicht in 
einer erhöhten Mutationsrate auswirkte (de Waard et al., 2003; van Sloun et al., 
1999). Dies könnte mit der effizienteren Apoptoseinduktion in ES-Zellen, bereits 
bei geringer Beschädigung der DNA, erklärt werden. Diese Daten lassen 
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vermuten, dass die Apoptose in Stammzellen hauptsächlich von global-
genomischen DNA-Schäden gesteuert wird, während in differenzierten Zellen eher 
Transkriptions-blockierende Schäden in aktiven Genen apoptotische Signale 
liefern.  
Dieses Modell stimmt mit den Beobachtungen, die in dieser Arbeit dargestellt 
wurden, überein. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um ein generelles Modell 
zum Schutz von wichtigen Zellerneuerungs-Kompartimenten gegen genotoxischen 
Stress.    
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4. Zusammenfassung 
 
In dieser Arbeit wurde am Beispiel des humanen hämatopoetischen Systems 
untersucht, welche Bedeutung DNA-Reparaturprozessen für die Sensitivität von 
Blutzellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien gegenüber DNA-reaktiven 
Zytostatika, zukommt. Das Modell der Hämatopoese wurde für diese 
Fragestellung ausgewählt, da verschiedene Zellpopulationen dieser 
Differenzierungsreihe durch gut etablierte Marker charakterisiert und aus dem 
Nabelschnurblut mit Hilfe ausgereifter Isolierungstechniken zu gewinnen sind.  
Entlang der hämatopoetischen Differenzierung vollzieht sich eine funktionelle wie 
transkriptionelle Regulation von DNA-Reparaturfunktionen, die sich in der 
Chemosensitivität gegenüber Melphalan, Cisplatin und EtNU widerspiegelt 
(Abb. 43). Die aus humanem Nabelschnurblut isolierten Zellpopulationen 
CD34+38-, CD34+ und CD34- sowie ex vivo stimulierte CD34+ Zellen wiesen in 
Einzelzellassays zur Bestimmung der DNA-Reparaturkapazitäten deutlich 
interindividuell unterschiedliche Reparaturphänotypen auf. Dennoch dominierte 
der differenzierungsspezifische Phänotyp der einzelnen Fraktionen über die 
individuellen Leistungen. Der Gebrauch der einzelnen DNA-Reparaturwege und 
die Geschwindigkeit mit der Reparaturintermediate gebildet und wieder eliminiert 
werden sind wichtige Parameter zur Einschätzung der Gesamtreparaturkapazität 
einer Zelle. Primitive Stammzellen und differenzierte Blutzellen zeigten hier einen 
deutlichen Vorteil gegenüber Progenitorzellen und insbesondere gegenüber 
proliferierenden CD34+ Zellen. Schwächen in der Gesamtreparaturleistung 
konnten mit einer erhöhten Chemosensitivität in diesen Zellpopulationen korreliert 
werden. D.h. ein effektives DNA-Reparatursystem kann vor der Zytostatika-
induzierten Apoptose schützen. Die besondere Empfindlichkeit der unreifen 
Vorläuferzellpopulation gegenüber zytotoxischem Stress könnte der 
Ausgangspunkt der vielfach beobachteten Myelosuppression nach Hochdosis-
Chemotherapie mit DNA-reaktiven Substanzen sein. 
Die systematische Untersuchung der transkriptionellen Regulation des DNA-
Reparatur-Netzwerkes zeigte eine antagonistische Regulation von funktioneller 
Reparatur und der Expression der meisten DNA-Reparaturgene. Auch auf der 
transkriptionellen Ebene sind deutliche, interindividuelle Variationen in den 
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Expressionsniveaus einzelner Reparaturgene zu finden. Dennoch überwiegen 
auch hier die differenzierungsspezifischen Unterschiede über den individuellen 
Varianzen. Einige wichtige Gene, die an der Schadenserkennung und der 
Signaltransduktion beteiligt sind, werden gleichgerichtet mit dem funktionellen 
Reparaturphänotyp der Fraktionen entlang der hämatopoetischen 
Differenzierungslinie reguliert. Die konsistente Regulation von 
Reparaturfunktionen impliziert eine hohe biologische Relevanz der DNA-
Reparaturleistung für die Chemosensitivität, die Induktion der Apoptose und 
letztlich die genomische Stabilität in wichtigen Zellkompartimenten des 
hämatopoetischen Systems.  
Der in dieser Arbeit charakterisierte individuelle Reparaturphänotyp der CD34+ 
Vorläuferzellen könnte ein Ansatzpunkt für den Entwurf einer individualisierten 
Chemotherapie sein, die diese, für die Blutbildung essentielle, Zellpopulation 
schützt und dennoch eine erfolgreiche Eliminierung der Tumorzellen zulässt.  
Zudem könnten die Befunde zum individuellen Gebrauch der einzelnen 
Reparaturwege (BER, NER) in der CD34+ Population helfen diese Zellen mit 
spezifischen, hämatoprotektiven Schutzmechanismen auszustatten, z.B. durch 
den Transfer von DNA-Reparaturgenen. 
 
CD34+ stim.
CD34+38- CD34-CD34+
Expression 
der meisten DNA 
Reparatur Gene
Reparaturleistung
Chemosensitivität
Differenzierung  
 
Abb. 43: Schematische Darstellung der Ergebnisse 
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5. Material und Methoden 
 
5.1 Material 
 
5.1.1 Allgemeine Chemikalien  
 
bezogene Produkte: Hersteller: 
Low-Melting-Point (LMP) Agarose (Metaphor), 
LE-Agarose 
Cambrex, Biozym 
Magermilchpulver Fluka 
Pepsin Roche 
Triton X-100, Polyvinylalkohol, DMSO Sigma 
n-Laurylsarkosinat Serva 
 
Alle weiteren, nicht aufgeführten Chemikalien wurden im höchstmöglichen 
Reinheitsgrad von der Firma Merck bezogen. 
 
 
5.1.2 Zellkultur 
 
Zytokin SCF CellGenix 
HAES-steril (10 %) Fresenius Kabi Deutschland  
Nicht-essentielle Aminosäuren Gibco 
RPMI 1640, DMEM, PBS, 
Medienzusätze (PS, Na-Pyruvat, Glutamin) 
Medienküche des IFZ 
Zytokine IL3 und IL6 Novartis  
Fötales Kälberserum (FKS), 
Lymphozytenseparationsmedium (Ficoll) 
PAA 
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5.1.3 DNA-reaktive Substanzen 
 
Cisplatin (Platinex) Bristol-Myers Squibb 
Melphalan (Alkeran 50) GlaxoSmithKline 
EtNU, Methoxyamin, Fludarabin Sigma 
 
 
5.1.4 Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe 
 
anti-CD34-FITC, anti-CD34-PeCy5, anti-CD38-R-
PE, anti-CD45-PerCP-Cy5.5, lin1-Antikörpermix, 
anti-Glykophorin A (GA)-FITC, Propidium Jodid 
BD Biosciences 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I BD Pharmingen 
AffiniPure Kaninchen anti-Ratte IgG (H+L) Cy3, 
AffiniPure F(ab')2 Fragment Ziege anti-Kaninchen 
IgG (H+L) Cy3 
Dianova 
Anti-Cisplatinaddukt-mAK (18D10) Liedert, 2001 
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit  Miltenyi Biotech 
Hoechst 33342 Molecular Probes 
DAPI, SYBRGreen Roche 
Pyronin Y Sigma 
Anti-Melphalanaddukt-mAK (Amp4/42) Tilby et al., 1995 
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5.1.5 Expressionsanalysen 
 
Glycoblue, DNase I, MessageAmp II aRNA Kit, 
MEGAscript T7 Kit 
Ambion 
T4gp32, Cy3-UTP, Cy5-UTP Amersham 
“First Strand Buffer”, “Second Strand Buffer”, 
Superscript II, E. coli DNA-Polymerase I,  
T4 DNA-Polymerase, dNTPs 
Invitrogen 
RiboGreen RNA-Quantifizierungs Kit Molecular Probes 
Oligo-Deoxythymidine Primer 
5´GCATTAGCGGCCGCGAAATTAATACGACTCAC
TATAGGGAGA(dT)21V-3´, Hybridisierungspuffer, 
Kontroll-Oligonukleotid-Mix 
MWG Biotech 
Biotin-11-CTP, Biotin-11-UTP Perkin Elmer 
RNasin Promega 
RNeasy Kit Qiagen 
Microarray Purification Kit, High Pure RNA Tissue Kit Roche 
Random Hexamer Primer Stratagene 
RNase H, E. coli DNA-Ligase, T7 RNA-Polymerase, 
RNA-Polymerase-Puffer 
Takara 
NTPs, Pyrophosphatase USB 
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5.1.6 Quantitative RT-PCR 
 
High Capacity cDNA Archive Kit, Random Primer, 
Taqman-Assay und Mastermix-Reagenz, 
GAPDH Assay (Hs99999905_m1), 
ATM Assay (Hs00175892_m1), 
RAD23A Assay (Hs00192541_m1), 
RAD50 Assay (Hs00194871_m1) 
Applied Biosystems 
 
 
5.1.7 Technisches Zubehör 
 
HG-U133A Mikroarrays Affymetrix 
GeneArray Scanner 2500 Agilent 
ABI Prism 7900HT Applied Biosystems 
FACS-Vantage  BD Biosciences 
Culture Slides BD Falcon 
Coulter EPICS Elite ESP, Coulter EPICS Beckman Coulter 
Fluoreszenzreader FL500 Bio-Tec Instruments 
GelBond Folien Cambrex, Biozym 
Tischzentrifuge 5415D, Thermomixer Eppendorf 
Zentrifuge Rotina 48 Hettich 
Inkubator C200 Labotect 
MACS LS+ Säulen und Filter, MidiMACS Separator  Miltenyi Biotech 
MWG Custom Array “DNA-Reparatur Chip” MWG Biotech 
Netzgerät Renner 
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Speed Vac-Konzentrator Savant 
Immunoselect Objektträger für den ICA Squarix 
Axioplan Fluoreszenzmikroskop Zeiss 
 
 
5.1.8 PC-Programme 
 
Affymetrix Microarray Suite 5.0 Affymetrix 
ACAS (Ahrens Cytometry Analysis System) Ahrens Electronics 
MAVI MWG Biotech 
Origin 7.1 OriginLab Corporation 
Spotfire DecisionSite for Functional Genomics 8.1  Spotfire 
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5.2 Methoden 
 
5.2.1 Präparation der Zellen 
 
Mononukleäre Zellen wurden aus frischem, heparinisiertem Nabelschnurblut 
mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Zellen aus der Interphase 
wurden entnommen, mit PBS gewaschen und in frisches RPMI-Medium 
(supplementiert mit 10 % (v/v) FKS, 1 mM Na-Pyruvat, 1 mM Glutamin, 1 mM 
Nicht-essentielle Aminosäuren, 1 x PS und 5 mM HEPES) überführt. Die Zellen 
wurden mit einem primären anti-CD34 Antikörper und einem sekundären 
„Microbead“-gekoppelten Antikörper in MACS-Puffer nach Herstellerangaben 
inkubiert (CD34 Progenitor Isolation Kit). Mit Hilfe einer positiven Selektionssäule 
konnten CD34+ Zellen in einem Magnetfeld von CD34- Zellen (Durchlauf) getrennt 
werden. Die Reinheit der CD34+ Fraktion wurde mittels FACS Analyse überprüft 
und betrug im Durchschnitt 78 %. 
Für die funktionelle DNA-Reparaturanalyse wurden primitive CD34+38- Zellen von 
der angereicherten CD34+ Fraktion durch FACS Sortierung isoliert. Hierzu wurden 
die Zellen 15 min mit anti-CD34-FITC, anti-CD38-R-PE und anti-CD45-PerCP-
Cy5.5 in FACS-Puffer inkubiert, mit dem gleichen Puffer gewaschen und an einem 
FACS-Vantage sortiert. Die Reinheit der CD34+38- und der CD34+38+ Fraktionen 
betrug mindestens 82 %. 
Für die Expressionsanalyse von primitiven Stamm- und Vorläuferzellen wurden die 
angereicherten CD34+ Zellen mit einer lin1-Antikörpermischung (anti-CD3-FITC, 
anti-CD14-FITC, anti-CD16-FITC, anti-CD19-FITC, anti-CD20-FITC und anti-
CD56-FITC), anti-Glykophorin A (GA)-FITC, anti-CD38-R-PE und anti-CD34-
PeCy5 inkubiert. An einem Coulter EPICS Elite ESP Zellsortiergerät konnten die 
beiden Zellfraktionen lin1-GA-CD34+38low  (CD34+38-) und lin1-GA-CD34+38+ 
(CD34+38+) separiert werden. 
 
MACS-Puffer PBS supplementiert mit 
 0,5 % BSA 
 2 mM EDTA 
 entgast 
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FACS-Puffer  PBS supplementiert mit 1 % FKS 
 
 
5.2.2 G1/G0-Sortierung von CD34
+ Zellen 
 
Frisch isolierte CD34+ Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 6 µg/ml des 
DNA-Farbstoffs Hoechst 33342 in PBS für 30 min bei 37 °C im Thermomixer 
inkubiert. Danach erfolgte die Behandlung mit 0,5 µg/ml Pyronin Y (RNA-Farbstoff) 
für 30 min unter den gleichen Bedingungen. Am FACS-Vantage wurden Zellen mit 
hohem RNA-Gehalt (G1-Phase) von CD34
+ Zellen mit niedrigem RNA-Gehalt (G0-
Phase) getrennt.  
 
 
5.2.3 Stimulierung von CD34+ Zellen und Zellzyklusanalyse 
 
Immunomagnetisch aufgereinigte CD34+ Zellen wurden in DMEM (supplementiert 
mit 1 x PS und 20 % (v/v) FKS) überführt und in 6-well Zellkulturplatten mit den 
Wachstumsfaktoren IL3 (10 ng/ml), IL6 (20 ng/ml) und SCF (20 ng/ml) für 42 h bei 
37 °C in H2O-gesättigter Atmosphäre und 5 % CO2 stimuliert.  
Zur Analyse der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen über Nacht in 70 % EtOH 
fixiert, mit PBS gewaschen, für 30 min mit DAPI gefärbt und im FACS-Vantage 
analysiert. 
 
 
5.2.4 In vitro-Exposition gegenüber DNA-reaktiven Agentien 
 
Zur Messung der DNA-Reparaturkinetiken wurden die Zellen mit einer 
subtoxischen Dosis EtNU (100 µg/ml) für 30 min, Melphalan (1-20 µg/ml) für 2 h 
oder Cisplatin (5-30 µg/ml) für 2,5 h in RPMI-Medium in H2O-gesättigter 
Atmosphäre bei 5 % CO2 und 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen, in frischem RPMI aufgenommen und weiterhin bei 37 °C inkubiert. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots zur weiteren Analyse entnommen. Für 
die Expressionsanalyse wurden EtNU-behandelte Zellen 2 h unter den o. g. 
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Bedingungen nachinkubiert. Zur Bestimmung der Beteiligung verschiedener 
Reparaturwege an der Gesamtreparaturleistung wurden die Zellfraktionen mit den 
Modulatoren Methoxyamin (MX; 1 mM) und Fludarabin (FA; 1 µg/ml) für 1 h vor 
und während der EtNU-Exposition inkubiert.  
Die Messung der induzierten Apoptose erfolgte nach Behandlung der Zellen mit 
Melphalan (5, 10, 20 µg/ml), Cisplatin (20, 50 µg/ml) oder EtNU (100, 200 µg/ml) 
für 24 h. 
 
 
5.2.5 Bestimmung der Zytostatika-induzierten Apoptose mit dem 
Annexin V Assay 
 
Die exponierten Zellen sowie die unbehandelten Kontrollzellen wurden 2 x mit 
PBS gewaschen und in 1 ml 1 x „Annexin-binding“-Puffer/106 Zellen resuspendiert 
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I). Es wurden 100 µl Zellsuspension in 
FACS-Röhrchen überführt, mit je 5 µl Annexin V-FITC-mAK und Propidium Jodid 
(PI) versetzt und für 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Analyse erfolgte 
innerhalb von 1 h am analytischen Durchflusszytometer (Coulter EPICS).  
 
 
5.2.6 Immunzytologischer Assay (ICA) 
 
Nach in vitro Alkylierung mit Melphalan bzw. nach Behandlung mit Cisplatin, 
wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in HAES-steril-Lösung 
suspendiert und auf speziell beschichtete Immunoselect Objektträger aufgebracht. 
Nach Trocknung wurden die Proben bei -80 °C zur weiteren Bearbeitung gelagert. 
Für den Immunzytologischen Assay (Seiler et al., 1993, Liedert Diss., 2001, 
Buschfort-Papawalis et al., 2002) wurden die Proben für 30 min bei -20 °C in 
Methanol fixiert und in PBS rehydriert. Die DNA wurde in Alkali-Lösung für 5 min 
entspiralisiert und für die Antikörper zugänglich gemacht. Nach Waschen in PBS 
erfolgte ein Pepsin-Verdau (100 µg/ml in PBS/HCl, pH6; 10 min; 37 °C) und nach 
wiederholtem Waschen ein Proteinase K-Verdau (1 µg/ml in Proteinase K-Puffer; 
10 min; 37 °C). Danach wurden die Proben erneut in Glycin/PBS für 10 min 
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gewaschen. Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen mit 5 % 
Magermilchpulver in PBS blockiert (30 min). Darauf erfolgte eine Inkubation mit 
den Primärantikörpern anti-Cisplatin-Addukt-mAK (18D10; 0,05 µg/ml) bzw. Anti-
Melphalan-Addukt-mAK (Amp4/42; 0,05 µg/ml in 1 % BSA in PBS) für 16 h bei 
4 °C in einer Feuchtkammer. Die Zellen wurden nun für 5 min in PBS und für 
weitere 5 min in PBS+ gewaschen und erneut mit Magermilchpulver behandelt. 
Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Sekundärantikörper (Kaninchen 
anti-Ratte IgG (H+L) Cy3; 10 µg/ml in 1 % BSA in PBS) für 1 h bei 37 °C. Die 
Proben wurden wiederum gewaschen (s. o.) und unspezifische Bindungsstellen 
wurden erneut mit Magermilchpulver blockiert. Ein zweiter Sekundärantikörper 
wurde eingesetzt, um das Fluoreszenzsignal zu verstärken (Ziege anti-Kaninchen 
IgG (H+L) F(ab')2 Fragment Cy3; 10 µg/ml in 1 % BSA in PBS; 1 h; 37 °C). Zum 
Schluss erfolgte die Anfärbung der DNA mit DAPI (1 µg/ml in PBS) für 30 min und 
die Eindeckung der Präparate. 
 
HAES-steril-Lösung 25 % HAES-steril (10 %) in PBS 
    
10 x PBS 0,1 M NA2HPO4 
 1,3 M NaCl 
 pH 7,5 
    
Alkali-Lösung 60 % (v/v)   70 mM NaOH 
   140 mM NaCl 
 40 % (v/v) Methanol 
    
Proteinase K-Puffer 20 mM Tris 
 2 mM CaCl2 
 pH 7,5 
    
Glycin/PBS 0,2 % (w/v) Glycin in PBS  
    
PBS+ 0,25 % (v/v) Tween 20 in PBS 
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Eindecklösung 2 % (w/v) Polyvinylalkohol 
 40 % (v/v) Glycerol 
 60 % (v/v) PBS 
 
 
 
5.2.7 Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay) 
 
DNA-Strangbrüche wurden mit Hilfe der Einzelzellgelelektrophorese (Comet 
Assay) bestimmt (Singh et al., 1988; Tice et al., 2000). Um die Analyse mit kleinen 
Zellzahlen durchführen zu können (5 x 103 Zellen), wurde der Assay nach 
McNamee et al. (2000) modifiziert. Hierzu wurden 8-well Zellkulturkammern 
(„Culture slides“) von ihren Objektträgern gelöst und auf GelBond Folien geklebt. 
Nach Exposition bzw. zu verschiedenen Reparaturzeitpunkten wurden Aliquots 
von 5 x 103 - 1 x 104 Zellen in 45 µl  LMP-Agarose (0,75 %) in PBS aufgenommen 
und in eine Kammer auf die Folie aufgetragen. War die Agarose erstarrt, konnte 
die Kammer entfernt werden, und die Gele wurden im Lyse-Puffer über Nacht bei 
4 °C inkubiert. Die DNA wurde danach für 15 min bei RT in Elektrophorese-Puffer 
denaturiert und unter den gleichen Bedingungen elektrophoretisch getrennt 
(20 min; 4 °C; 1,5 V/cm). Nach Neutralisation in Tris-Puffer (30 min; RT) wurden 
die Gele 20 min in Ethanol entwässert und über Nacht getrocknet. Die DNA wurde 
mit SYBRGreen (1:10000 in TAE-Puffer) angefärbt. 
 
 
Lyse-Puffer 2,5 M NaCl 
 0,1 M EDTA 
 10 mM Tris 
 1 % (v/v) n-Laurylsarkosinat 
 10 % (v/v) DMSO 
 1 % (v/v) Triton X-100 
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Elektrophorese-Puffer 0,3 M NaOH 
 1 mM EDTA 
 10 mM Tris 
 pH 12,7 
    
Neutralisierungs-Puffer 0,4 M Tris/HCl pH 7,4 
    
TAE-Puffer 2 M Tris/Acetat pH 7,9 
 50 mM EDTA 
 
 
 
5.2.8 Quantitative Bildanalyse und Statistik 
 
Fluoreszenzsignale der Kern-DNA einzelner Zellen wurden mit Hilfe eines Zeiss 
Axioplan Fluoreszenzmikroskops gemessen, mit einer digitalen Kamera 
aufgemommen und einem Mehrparameter Bildanalysesystem (ACAS) zugeführt. 
Melphalan- und Cisplatin-Addukte konnten auf Einzelzellebene durch 
Normalisierung der Fluoreszenzsignale für den DNA-Gehalt der gleichen Zelle 
gemessen werden.  
Zur Messung des relativen Gehalts an reparaturinduzierten DNA-Strangbrüchen 
mit dem Comet Assay wurde das Olive Tail Moment (OTM) eingesetzt, welches 
das Produkt aus dem DNA-Gehalt im Kometenschweif und der Länge des 
Schweifes beschreibt. (Olive et al., 1990; Abb. 6). 
Es wurden jeweils mindestens 100 Zellen ausgewertet. Die statistische Bewertung 
der Ergebnisse erfolgte mit einem gepaarten t-Test.  
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5.2.9 RNA-Isolierung, -Amplifikation und Oligonukleotid-
Mikroarray Analyse (Affymetrix HG-U133A) 
 
Für Expressionsanalysen von CD34+ und CD34- Zellen wurden diese bis zur RNA-
Isolierung in RLT-Puffer (RNeasy Kit) bei -80 °C gelagert. RNA wurde mit Hilfe 
eines RNeasy Kits aufgereinigt und mit einem RiboGreen RNA-Quantifizierungs 
Kit am Fluoreszenzreader quantifiziert. Die Qualität der RNA wurde im Agarosegel 
überprüft (1 %).   
Um genug Ausgangsmaterial für die Hybridisierung an Mikroarrays zu erhalten, 
wurde das Zwei-Runden-Amplifikationsprotokoll nach Baugh et al. (2001) mit 
Modifikationen angewendet (Abb. 7). Zunächst wurden 300 ng Gesamt-RNA in 
cDNA übersetzt. Hierzu wurde ein Oligo-Deoxythymidin Primer (T7-dT21V) 
verwendet, der eine Bindestelle für die T7 RNA-Polymerase besitzt. Für die 
Erststrangsynthese wurden in 15 µl 1 x „First Strand Buffer“, 0,5 mM dNTPs, 
10 mM DTT, 200 U SuperScript II, 0,5 µg T4gp32 und 30 U RNasin für 45 min bei 
42 °C, 10 min bei 45 °C und 10 min bei 48 °C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung 
für 15 min bei 65 °C erfolgte die Zweitstrangsynthese für 2 h bei 16 °C in 100 µl 
Reaktionsansätzen: 1 x „Second Strand Buffer“, 0,2 mM dNTPs, 1 U RNase H, 
20 U E. coli DNA-Polymerase I und 6 U E. coli DNA-Ligase. Danach wurden 8 U 
T4 DNA-Polymerase hinzugefügt und der Ansatz für weitere 15 min bei 16 °C 
inkubiert. Die doppelsträngige cDNA wurde über Zentrifugationssäulen 
aufgereinigt, mit Glycoblue präzipitiert und für 16 h bei 37 °C in 40 µl Ansätzen in 
cRNA transkribiert: 1 x T7 RNA-Polymerase-Puffer, 4 mM NTPs, 10 mM MgCl2, 
1 % PEG20000, 6,25 mM DTT, 40 U Pyrophosphatase, 40 U RNasin und 1,5 µg 
T7 RNA-Polymerase. Vor der erneuten Aufreinigung über Zentrifugationssäulen 
wurden die Ansätze für 30 min bei 37 °C mit 2 U DNase I behandelt und 
anschließend über OD-Messung quantifiziert. 
Für die 2. Runde der Synthese wurden 500 ng cRNA aus der 1. 
Amplifikationsrunde eingesetzt. Die reverse Transkription wurde mit SuperScript II 
und 0,5 µg Random Hexamer Primer ohne T4gp32, wie bereits bei der ersten 
Runde beschrieben, durchgeführt. Nach der Hitzedeaktivierung wurden die RNA-
Matritzen durch Behandlung mit 2 U RNase H für 30 min bei 37 °C entfernt. Die 
Bindung des T7-dT21V-Primers (100 ng) erfolgte für 5 min bei 42 °C und 
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anschließend wurde die Reaktion in Eiswasser abgestoppt. Die Synthese des 
zweiten cDNA-Stranges erfolgte in 100 µl Ansätzen für 2 h bei 16 °C: 1 x „Second 
Strand Buffer“, 0,2 mM dNTPs, 1 U RNase H und 20 U E. coli DNA-Polymerase I. 
Anschließend wurden 10 U T4 DNA-Polymerase hinzugefügt und die Ansätze für 
weitere 15 min bei 16 °C inkubiert. Die cDNA wurde, wie oben beschrieben, 
gereinigt, präzipitiert und transkribiert. Im Transkriptionsansatz befanden sich 
allerdings je 4 mM GTP und ATP, 1,4 mM CTP und UTP sowie je 0,6 mM Biotin-
11-CTP und Biotin-11-UTP. 
Die CD34+38+, CD34+38- Proben (je 500 ng RNA) wurden in einer Runde mit 
dem MessageAmp II aRNA Kit amplifiziert und in vitro in Gegenwart von 
biotinylierten NTPs transkribiert (s.o.). 
Biotinylierte cRNA wurde über RNeasy Säulen gereinigt, fragmentiert und 
an Affymetrix HG-U133A Microarrays nach Herstellerangaben hybridisiert. 
Die Arrays wurden gewaschen, gefärbt und in einem GeneArray Scanner 2500 
analysiert. Mit Hilfe des „Affymetrix Microarray Suite 5.0“ Programms konnten die 
Signalintensitäten bestimmt werden. Signale des gesamten Arrays wurden auf 
eine Durchschnittsintensität von 1000 normiert, um Varianzen in der cRNA-Menge 
und -Qualität und andere experimentelle Variablen nicht-biologischen Ursprungs 
zu kompensieren. Anschließend wurden die Hybridisierungssignale jedes 
einzelnen Probesets beurteilt. Ein Probeset besteht aus 11-20 
Oligonukleotidpaaren (Probenpaaren), die entweder exakt der Sequenz des 
analysierten Gens entsprechen („perfect match“; PM) oder eine andere Sequenz 
tragen, so dass die zu analysierende cRNA nicht hybridisieren sollte („mismatch“; 
MM)). Mit Hilfe des o. g. Programms wurden die Einzelsignale jedes Probesets mit 
einer Detektion versehen. Konnte ein Probeset zuverlässig gemessen werden, 
wurde es mit einem P gekennzeichnet (P = „Present“), war das Gen nicht 
exprimiert oder konnte es nicht eindeutig analysiert werden, wurde das Probeset 
mit einem A versehen (A = „Absent“). Ein Gen kann auf dem Array durch mehrere 
Probesets repräsentiert sein. 
Ein p-Wert bestimmt die P- oder A-Detektion. Zur Bestimmung dieses Wertes 
wurde zunächst ein „Discrimination score“ (R) ermittelt: R = (PM – MM) / (PM + 
MM). Dieser Wert wurde für jedes einzelne Probenpaar eines Probesets bestimmt 
und nähert sich 1,0 an, je höher das PM-Signal über dem MM-Signal liegt. Daraus 
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wurde mit Hilfe des Detektionsalgorithmus ein p-Wert für das gesamte Probeset 
errechnet. P-Werte unter 0,04 kennzeichnen eine P-Detektion, p-Werte über 0,06 
kennzeichnen eine A-Detektion und dazwischen liegende p-Werte kennzeichnen 
eine marginale Detektierbarkeit (M).  
Mit Hilfe des „Affymetrix Microarray Suite 5.0“ Programms wurden außerdem 
Signale jedes PM- und MM-Oligonukleotids nach dem Signalalgorithmus 
berechnet. Mit der „Tukey´s Biweight“-Methode wurde ein robuster Mittelwert für 
die Signalintensität des gesamten Probesets bestimmt (siehe Statistical 
Algorithms Reference Guide unter www.affymetrix.com/support/technical/ 
technotes/statistical_reference_guide.pdf). 
 
 
5.2.10 Cy3- und Cy5-Markierung der amplifizierten cDNA und 
Hybridisierung an DNA-Reparatur Arrays (MWG) 
 
Die amplifizierte cDNA (s. o.) wurde in 25 µl Ansätzen: 1 x Reaktionspuffer, je 
25 mM ATP/CTP/UTP-Mix, 50 mM UTP, 2 µl Enzym-Mix, 5 mM Cy3- bzw. Cy5-
UTP und 5 µl T7 RNA-Polymerase für 16 h bei 37 °C in cRNA umgeschrieben 
(MEGAscript T7 Kit). Die markierte cRNA wurde gereinigt (High Pure RNA Tissue 
Kit), fragmentiert und an DNA-Reparatur Arrays (MWG) hybridisiert. Die 
Hybridisierung erfolgte in 200 µl Ansätzen mit markierter cRNA, 1 x 
Hybridisierungspuffer und 15 µl Kontroll-Oligonukleotid-Mix für 42 h bei 42 °C in 
feuchten Hybridisierungskammern. Danach wurden die Arrays für je 5 min in 
2 x SSC-Puffer mit 0,1 % SDS, 1 x SSC-Puffer und 0,5 x SSC-Puffer bei 30 °C 
gewaschen und getrocknet. Die Arrays wurden von der Firma MWG gescannt und 
mit Hilfe des MAVI PC-Programms normalisiert. 
 
20 x SSC-Puffer 3 M NaCl 
 0,3 M Natrium Citrat 
 pH 7,0 
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5.2.11 Hierarchische Clusteranalyse 
 
Für die hierarchische Clusteranalyse wurden die Signale individueller Probesets 
(bzw. Oligonukleotide) auf die mittlere Signalintensität aller zu vergleichenden 
Arrays normalisiert und logarithmiert (log10). Diese transformierten Verhältnisse 
wurden dem UPGMA-Clustering unterworfen, wobei die Korrelation als Maß für 
Ähnlichkeit angewandt wurde („Spotfire DecisionSite for Functional Genomics 
8.1“).  
 
 
5.2.12 Quantitative RT-PCR 
 
Für die real-time-(RT)-PCR Analyse zur Bestätigung der Mikroarray Experimente 
wurde die Gesamt-RNA aus CD34+ und CD34- Zellen, sowie aus CD34+38+ und 
CD34+38- Zellen zunächst revers transkribiert. Für diese Reaktion wurde das High 
Capacity cDNA Archive Kit und Random Primer nach Herstellerangaben 
verwendet. Die PCR-Reaktion wurde in Duplikaten in 20 µl Ansätzen mit der cDNA 
(entspricht 5 ng Gesamt-RNA), 1 µl Taqman-Assay und 1 x Mastermix-Reagenz in 
einem ABI Prism 7900HT-System nach Herstellerangaben durchgeführt. Zur PCR-
Amplifikation wurden die Assays GAPDH als endogene Referenz, sowie ATM, 
RAD23A und RAD50 als Zielsequenzen eingesetzt. Differentielle Expression in 
den zu vergleichenden Zellpopulationen wurde mit der vergleichenden CT-
Methode evaluiert (siehe ABI Prism 7700 Sequence Detection System User 
Bulletin #2: Relative Quantification of Gene Expression [P/N 4303859] unter 
http://www.appliedbiosystems.com/support/).  
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5.3 Abkürzungen 
 
911-Komplex Komplex aus RAD9, RAD1 und HUS1 
A  Adenin 
AGT O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase 
AP-Stelle Apurin-Stelle oder abasische Stelle 
AT(M) Ataxia telangiectasia (mutated) 
ATP Adenosin-Triphosphat 
BER Basen-Exzisions-Reparatur 
BCNU Carmustin [1,3-Bis(2-Chloroethyl)-1-Nitrosoharnstoff] 
BSA Rinderserumalbumin 
C  Cytosin 
CLL chronisch lymphatische Leukämie 
cDNA von einer RNA-Matrize revers transkribierte DNA-Kopie 
CD34+ CD34 positiv (exprimiert das Oberflächenantigen CD34) 
CD34+ stim. CD34 positiv, stimuliert  
CD34- CD34 negativ (exprimiert das Oberflächenantigen CD34 nicht) 
CD34+38+ CD34 positiv und CD38 positiv 
CD34+38- CD34 positiv und CD38 negativ 
CS Cockayne Syndrom 
CT „threshold cycle“ 
CTP Cytosin-Triphosphat 
Cy Cyanin 
DAPI 4,6-Diamidino-Phenylindol (DNA-Farbstoff) 
DHFR Dihydrofolatreduktase 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat 
DSB Doppelstrangbruch 
DSBR Doppelstrangbruch-Reparatur 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ESB Einzelstrangbruch 
EtNU N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff 
EtOH Ethanol 
FA Fludarabin 
FACS „Fluorescence Activated Cell Sorting“  
FAPY-Läsionen Formamidopyrimidin-Läsionen 
FITC  Fluoreszeinthiocyanat 
FKS fötales Kälberserum 
G  Guanin 
GADD45 “growth arrest and DNA damage inducible 45” 
GG-NER global-genomische-Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
GTP Guanin-Triphosphat 
h Stunde 
HEPES 4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinethan-Sulfonsäure 
HNPCC „hereditary nonpolyposis colorectal cancer“ 
HR Homologe Rekombination 
HSZ hämatopoetische Stammzelle 
ICA Immunzytologischer Assay 
IL Interleukin 
kDa Kilodalton 
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LMP „Low melting point“ (niedrige Schmelztemperatur) 
lp-BER „long-patch“ Basen-Exzisions-Reparatur 
MACS „Magnetic Cell Sorting“ 
mAK monoklonaler Antikörper 
MDR1 „multidrug resistance 1“ 
MeNU N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff 
MGMT O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
min Minute 
MMR Mismatch-Reparatur 
MX Methoxyamin 
NER Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
NHEJ „Non-homologous End-joining“ 
O6-MeG O6-Methylguanin 
OD Optische Dichte 
OTM Olive Tail Moment 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PerCP Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex 
PI Propidium Jodid 
PS Penicillin/Streptomycin Antibiotika-Mischung 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
R-PE Rhodamin-Phycoerythrin 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR „real time“ PCR 
SCF Stammzellfaktor  
SCID „Severe Combined Immunodeficiency“ 
SDS Natrium-Dodecylsulfat 
sp-BER „short-patch“ Basen-Exzisions-Reparatur 
SSC „Saline Sodium Citrate“ 
T  Thymin 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TC-NER Transkriptions-gekoppelte-Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
thioTEPA N,N’,N’’’-Triethylenethio-phosphoramid 
U Unit 
UPGMA “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” 
UTP Uracil-Triphosphat 
UV Ultraviolett 
v/v Volumen pro Volumen 
w/v Gewicht pro Volumen 
XP Xeroderma Pigmentosum 
 
 
Gensymbole wurden der GeneCards-Datenbank (Internet-Adresse: 
http://www.genecards.org) entnommen, bzw. nach  Wood et al. (2001 und 2005) in 
Großbuchstaben angegeben.  
        
Die Bezeichnungen der Nabelschnurblutproben erfolgte durch aufsteigende 
Nummerierung und Kennzeichnung des Jahres der Entnahme (z.B. 23#05).  
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